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IGF engl.: insulin-like growth
factor
IPTG Isopropylthiogalaktose
IVF in vitro Fertilisation
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
KLH engl.: keyhole limpet
hemocyanin
LB-Medium Luria-Bertani-Medium




























RACE-PCR engl.: rapid amplification of
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rev rückwärts (engl.: reverse)
RNA Ribonukleinsäure
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Der Aromatase-Enzymkomplex katalysiert die Umwandlung von Androgenen in Östrogene
und spielt damit eine Schlüsselrolle in der Regulation der Verfügbarkeit von Androstendion
bzw. Testosteron auf der einen und Östron bzw. Östradiol auf der anderen Seite. So
ermöglicht er es, die weitreichenden Funktionen der Östrogene wie Wachstum und
Differenzierung insbesondere im Rahmen der Reproduktionsphysiologie zu kontrollieren. In
diesem Sinne macht man sich auch die Funktion der Aromatase in der Humanmedizin
zunutze, wo Aromatase-Hemmer in der Therapie Östrogen-abhängiger Erkrankungen wie
Mammakarzinom oder Endometriose (BULUN et al. 1997) eingesetzt werden. Ziel weiterer
Forschung ist es, durch gewebespezifische Hemmung der Aromatase-Aktivität selektiv in den
Östrogenhaushalt einzugreifen und damit das Auftreten von Nebenwirkungen auf ein
Minimum zu reduzieren. Da menschliches Gewebe bzw. Probanden aus ethischen Gründen
nur begrenzt zur Verfügung stehen, ist für solche Untersuchungen ein geeignetes Modelltier
unerlässlich. Hierfür kommen Primaten eher in Frage als Mäuse oder Ratten, da sie dem
Menschen phylogenetisch näher stehen. Dies gilt für die reproduktionsbiologische Forschung
umso mehr, als Primaten dem Menschen in ihrer Physiologie insbesondere in diesem Bereich
ähnlicher sind als Nager. Dies zeigt sich nicht nur in weitgehend übereinstimmendem
Zyklusprofil und gleicher Zykluslänge, sondern auch im Spektrum der Östrogen
produzierenden Gewebe. So ist die Östrogensynthese für den Menschen viel stärker als bei
Nagern in extragonadalen Geweben nachgewiesen (SIMPSON et al. 1997) und wird auch für
den Primaten angenommen (MARTEL et al. 1994).
In der Forschung auf dem Gebiet der Reproduktionsbiologie hat sich aus der Gruppe der
Primaten der Weißbüschelaffe (Callithrix jacchus) in den letzten Jahrzehnten als Modelltier
bewährt (HEARN 1983). Aufgrund seines langjährigen Einsatzes in der
reproduktionsmedizinischen Forschung ist bereits vieles über seine Reproduktionsphysiologie
bekannt. Dennoch bestehen einige Wissenslücken, die es zu schließen gilt. In dieser Hinsicht
ist gerade die Aromatase als Ansatzpunkt zur Entwicklung neuartiger Therapien für Östrogen-
abhängige Erkrankungen wie Brustkrebs oder Endometriose besonders interessant. So besteht
das Ziel dieser Arbeit darin, die Grundlagen im Bereich der Reproduktionsphysiologie des
Weißbüschelaffen durch die Charakterisierung der Aromatase auf Nukleinsäure- und
Proteinebene weiter zu vertiefen.
Ausgangsbasis ist eine für die Callithrix jacchus-Aromatase spezifische, ca. 300 bp lange
RNA-Sonde. Damit soll die Genexpression der Aromatase in verschiedenen Geweben des
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Weißbüschelaffen untersucht werden. Dies soll Aufschluss über die Lokalisation der
Aromatase insbesondere in peripheren, extragonadalen Geweben des Weißbüschelaffen
geben. Im nächsten Schritt soll der gesamte codierende Bereich der Aromatase-cDNA durch
Amplifizierungsreaktion isoliert und durch Klonierung vermehrt werden, um ihn im
Folgenden zu sequenzieren. Diese erstmalige vollständige Bestimmung der codierenden
Aromatase-cDNA-Sequenz und Ableitung der Aminosäure-Sequenz bei einer
Primatenspezies ermöglicht einen Vergleich mit den entsprechenden Sequenzen des
Menschen, weiterer Primaten und anderer Spezies, der die Einschätzung des
Weißbüschelaffen als prädiktives Tiermodell erlaubt. Wie die cDNA- und Aminosäure-
Sequenzen soll auch die Genstruktur der Weißbüschelaffen-Aromatase mit der Aromatase-
Genstruktur des Menschen verglichen werden, um regulatorische Elemente zu identifizieren.
Dazu soll in einer genomischen Callithrix jacchus-Cosmid-Bibliothek mit Hilfe der cDNA ein
Klon identifiziert werden, der das Aromatase-Gen enthält. Dieses wird dann auf seine
Genstruktur hin untersucht. Abschließend soll beim Weißbüschelaffen die Lokalisierung der
Aromatase auf Proteinebene dargestellt werden. Für solche proteinbiochemischen
Untersuchungen wird ein neuer, für die Aromatase des Weißbüschelaffen spezifischer
polyklonaler Antikörper an plazentärem und ovariellem Gewebe charakterisiert und
anschließend eingesetzt. Besonderes Gewicht wird auf die Organe des Reproduktionstraktes
gelegt, d.h. die Expression des Aromatase-Proteins wird im Ovar bzw. Gelbkörper




2.1  Bedeutung und Wirkung der Östrogene
Östrogene zählen neben Androgenen, Gestagenen, Mineralo- und Glukokortikoiden zu den
Steroidhormonen. Gebildet werden sie bei den meisten Vertebraten in den Gonaden und im
Gehirn, bei Ungulaten, Primaten und beim Menschen außerdem auch in der Plazenta. Für den
Menschen und einige Primaten wird zudem eine extragonadale Östrogensynthese z.B. im
Fettgewebe beschrieben (SIMPSON et al 1994). Nach ihrer Synthese diffundieren die
Steroidhormone auf Grund ihrer Hydrophobizität sofort aus der Zelle und werden im Blut an
Plasmaproteine gebunden, Testosteron und Östrogen hauptsächlich an das Sexhormon
bindende Globulin (SHBG) und Progesteron überwiegend an das Cortisol bindende Globulin
(Transcortin). Der gebundenen Fraktion der Steroidhormone wird eine Reservoirfunktion
zugeschrieben. Die ungebundene wird als die aktive Form angesehen. Sie vermittelt ihre
genomische Wirkung, indem sie im Zellkern oder Zytoplasma mit spezifischen Rezeptoren
interagiert. Durch den Steroid-Rezeptor-Komplex werden wirkungsspezifische Gene aktiviert
und damit eine mRNA- und Proteinsynthese induziert, deren Produkte die Hormonwirkung
im Zielgewebe auslösen. Nach Dissoziation des Steroid-Rezeptor-Komplexes werden die
Sexualsteroide Spezies-spezifisch metabolisiert. Als hydrophile Metaboliten wie z.B. Östriol
oder Östradiol-17β-Glukuronid können sie über Niere und Galle ausgeschieden werden
(LÖFFLER u. PETRIDES 2003).
Hauptmetaboliten der Östrogene im Blut sind das Östradiol und das Östron. In
physiologischen Konzentrationen ist jedoch nur das Östradiol hormonell aktiv. Neben
geringen anabolen Effekten und Beeinflussung der Natrium- und Wasserretention sowie der
Ossifikation liegt seine Hauptfunktion im Bereich der Reproduktionsphysiologie. Im prä- und
neonatalen Entwicklungsstadium bewirken Östrogene insbesondere die sexuelle
Differenzierung spezifischer Gehirnregionen sowie die geschlechtsspezifische Entwicklung
von Organsystemen. Interessanterweise induzieren dabei erhöhte Östrogenspiegel die
Differenzierung zum männlichen Geschlecht (LEPHART 1996). Auch nach der Geburt zeigt
das Östradiol im Zusammenspiel mit Androgenen und Progesteron seine hauptsächliche
Wirkung im Reproduktionstrakt, und zwar sowohl im weiblichen als auch im männlichen
Organismus.
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Im weiblichen Zyklusgeschehen beeinflusst Östradiol die Follikel- und Oozytenreifung sowie
die Ovulation und Luteinisierung. Eine erfolgreiche Konzeption wird durch Schaffung eines
geeigneten Milieus im Reproduktionstrakt unterstützt. Dazu gehört z.B. die Verflüssigung des
vaginalen Schleims in Verbindung mit einem pH-Abfall im Scheidenmilieu. Des Weiteren
fördert das Auslösen von Kontraktionen in Uterus und Eileiter den Spermientransport. In der
Proliferationsphase des Uterus wird dieser unter dem Einfluss ovariellen Östrogens auf die
Implantation und Gravidität vorbereitet (EDWARDS 1995). Im Verlauf der Gravidität
unterstützt im Ovar gebildetes Östrogen die Ausbildung der Plazenta, bis diese selbst einen
Großteil der Östrogensynthese übernimmt. Nach erfolgter Konzeption tritt jedoch zunächst
das Progesteron als Gegenspieler des Östradiols in den Vordergrund und hemmt die
Kontraktilität des Uterus durch Hyperpolarisation der Muskelzellen. Gegen Ende der
Schwangerschaft synthetisiert die Plazenta vermehrt Östrogene während gleichzeitig der
Plasma-Progesteron-Spiegel sinkt. Dadurch nimmt der Östrogen-Progesteron-Quotient zu und
das Östrogen tritt erneut in den Vordergrund. Infolgedessen verringert sich die zuvor durch
das Progesteron verursachte Hyperpolarisation der Uterusmuskulatur, während das Östrogen
eine Verstärkung der uterinen Kontraktionskraft durch Wachstum von Muskelzellen und
Erhöhung des Aktinomyosin-Gehaltes induziert. Außerdem stellt Östrogen vermehrt ATPase,
ATP und Phosphokreatinin als Energieträger sowie Kalzium bereit (HUSZAR u. ROBERTS
1982). Diese Faktoren sind Voraussetzung für einen physiologischen Ablauf der
Wehentätigkeit bei der Geburt.
Wie bereits angesprochen, wird auch die Bedeutung des hauptsächlich aus dem Hoden
stammenden Östrogens für die männliche Reproduktionsphysiologie immer offensichtlicher
(O´MALLEY u. STROTT 1999). Neben den für die Regulation der Spermiogenese und
Hodenfunktion hauptsächlich verantwortlichen Gonadotropinen und Androgenen scheint auch
das Östradiol für die Spermienentwicklung bzw. Regulation der Spermiogenese essenziell zu
sein. Dies zeigen Versuche an Primaten mit Inhibitoren der Aromatase und damit der
Östrogensynthese (SHETTY et al. 1997). Im Nebenhoden scheint Östradiol weiteren Einfluss
auf die Reifung der Spermatozoen zu nehmen. Für die Maus und den Menschen ist zumindest
eine durch Östradiol ausgelöste Reabsorption luminaler Flüssigkeit nachgewiesen (Hess et al.
1997, CARREAU 2002).
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2.2 Synthese der Östrogene
Das Grundgerüst der Steroidhormone bildet die Perhydrocyclopentanophenanthren-
Ringstruktur mit 17 Kohlenstoffatomen (C17) (Abb. 2.1). Je nach Steroidklasse unterscheiden
sich die Lokalisationen von Doppelbindungen und Seitenketten sowie die Gesamtanzahl der
Kohlenstoffatome (C27 = Cholesterol; C21 = Gestagene; C19 = Androgene; C18 = Östrogene).
Abb. 2.1: Strukturformel des Perhydrocyclopentanophenanthren-Ringes mit Bezeichnung
der Ringe A bis D und Position der Kohlenstoffatome (C1-C17) im
Steroidgerüst (modifiziert nach O´MALLEY und STROTT (1999))
Physiologisches Ausgangssubstrat der Steroidhormonsynthese ist das Cholesterol. Dieses
kann in Gonaden und Leber „de novo“ aus Acetyl-Coenzym A synthetisiert oder über LDL
aus der Nahrung aufgenommen werden. Anschließend können in der Zelle aus dem
Cholesterol über Gestagene und Androgene die Östrogene gebildet werden. Andere Gewebe
nehmen zur Steroidhormonsynthese entweder Cholesterol oder Zwischenstufen der
Östrogensynthese wie z.B. Androgene auf. Diese Prohormone werden jeweils von der Leber,
der Nebennierenrinde oder den Gonaden sezerniert und über das Blut transportiert. MARTEL
et al. (1994) beschreiben für den Rhesusaffen eine Sezernierung hoher Konzentrationen an
Dehydroepiandrosteron-Sulfat (DHEA-S) und 5α-Dihydrotestosteron (DHT) durch
Samenblasen, Nieren, Nebennieren und Leber. Daher wird angenommen, dass eine
Östrogensynthese in peripheren, extragonadalen Geweben außer beim Menschen zumindest
ebenfalls bei Altweltaffen weit verbreitet ist.
Auch die Umwandlung von Cholesterol in Androgene kann Spezies-spezifisch über zwei
Synthesewege ablaufen. Beim ∆-5-Stoffwechselweg wird aus Pregnenolon
Dehydroepiandrosteron (DHEA) synthetisiert. Der ∆-4-Stoffwechselweg verläuft über
Progesteron zu Androstendion. Abb. 2.2 gibt hierzu eine Übersicht und bezeichnet die für die
einzelnen Syntheseschritte verantwortlichen Enzyme. Substrate der Aromatase können das
Androstendion und Testosteron sein. Dabei sind jedoch Spezies- und gewebespezifische





















Substrate bevorzugt metabolisiert. Für den Menschen z.B. ist dies das Androstendion. Auch
beim Weißbüschelaffen soll zumindest der Gelbkörper hauptsächlich Östron sezernieren
(HODGES et al. 1983). Die Gewebespezifität zeigt sich darin, dass z.B. beim Menschen in
der Plazenta hauptsächlich Östriol, im Ovar Östradiol und im Fettgewebe Östron synthetisiert
wird (CORBIN et al. 1988). Letzteres kann dann erst in den hormonell aktiven Metaboliten
Östradiol umgewandelt werden, was durch die 17β-Ketosteroidreduktasen katalysiert wird.
Diese gehören zur großen Gruppe der 17β-Hydroxysteroiddehydrogenasen /
-Ketosteroidreduktasen (17β-HSD / 17Red), welche definitionsgemäß oxidativ bzw.
reduzierend und damit inaktivierend bzw. aktivierend wirken.
       ∆-5-Stoffwechselweg     ∆-4-Stoffwechselweg
Abb. 2.2: Östrogensynthese aus Cholesterol - Zwischenschritte und beteiligte Enzyme
(Aro = Aromatase; Cyt.b5 = Cytochrom b5 / C17C20-Lyase; P450ssc =
Cholesterindesmolase (engl.: Cholesterol Side-Chain Cleavage); HSD =
Hydroxysteroiddehydrogenase; 17-Red = reduzierende 17β-HSD; 5α-Red =































Die Aromatase gehört zur Gruppe der Cytochrome P450 (CYP P450). Dies sind Hämproteine,
bei denen Häm als prosthetische Gruppe am katalytischen Zentrum beteiligt ist. Sie
katalysieren eine Vielzahl von Reaktionen wie z.B. Hydroxylierung, Dealkylierung und
Desaminierung v.a. im Bereich der Steroidhormon-, Prostaglandin- und Gallensäuresynthese.
Innerhalb der Cytochrome P450 wird die Aromatase der Subgruppe der Steroidhydroxylasen
zugeordnet. Diese zeigen eine größere katalytische Spezifität für den Steroidmetabolismus als
andere Cytochrome P450 (SIMPSON et al. 1994).
Des Weiteren können die verschiedenen Cytochrome P450 in unterschiedliche Genfamilien
eingeordnet werden. Mitglieder einer Genfamilie definieren sich über eine mindestens 40%ige
Sequenz-Übereinstimmung. Für Sequenzen von Säugetierspezies ist innerhalb einer
Unterfamilie eine Identität von mehr als 55% gefordert (BERNHARDT 1997). Mit einer
Sequenzhomologie zu anderen Cytochromen P450 von unter 31% ist die Aromatase das
einzige Mitglied der Genfamilie 19 (CYP19).
2.3.1 Das Aromatase-Gen
Beim Menschen ist das Cytochrom P450 Aromatase-Gen, auch als CYP19 Gen bezeichnet,
auf dem Chromosom 15q.21.2 lokalisiert. Das 5´-Ende orientiert sich in Richtung des
Zentromers (BULUN et al. 2003). Das Gen umfasst einen 123 kb großen Abschnitt. Dabei
codieren nur 30 kb der in 3´-Richtung liegenden Region für das Aromatase-Protein, 93 kb der
5´-Region beinhalten die regulatorischen Einheiten (SEBASTIAN u. BULUN 2001).
Das CYP19-Gen beinhaltet zehn Exons (Abb. 4.23). Exon 2 bis Exon 10 enthalten die Protein
codierende Region. Wie z.B. auch für das Gen des IGF (insulin-like growth factor) und das
Prolaktin beschrieben (HARADA et al. 1993), existieren für die Aromatase mehrere
Varianten des Exon 1 mit verschiedenen regulatorischen Einheiten. Wie Tab. 2.1 zu
entnehmen ist, werden die einzelnen Exons 1 gewebespezifisch reguliert und expremiert.
Dabei sind jeweils unterschiedliche Transkriptionsfaktoren für die Expression der
verschiedenen Exons 1 verantwortlich. Bei pathologischen Vorgängen wird im
entsprechenden Gewebe - z.B. bei Brustkrebs im Fettgewebe - ein sog. Promoter-Switch
beobachtet (KAMAT et al. 2002). Dabei aktivieren von der physiologischen Situation
abweichende Transkriptionsfaktoren das Aromatase-Gen. Dies resultiert in der Expression
völlig anderer Transkripte. Da für alle Exons 1 jedoch trotz unterschiedlicher Lokalisation im
CYP19-Gen (s. Tab. 2.1) nur eine gemeinsame Spleißregion vorhanden ist und diese in
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5´-Richtung des Translationsstartpunktes in Exon 2 liegt, existiert für die unterschiedlichen
Gewebe nur ein Isoenzym.
So wird bei den meisten Spezies das Aromatase-Gen durch gewebespezifisch expremierte
Exons 1 reguliert und es wird nur ein Isoenzym synthetisiert. Das Schwein bildet allerdings
eine Ausnahme. Es besitzt drei verschiedene, wahrscheinlich durch Genduplikation
entstandene Isoenzyme, die jeweils in den Gonaden, der Plazenta bzw. dem Trophoblasten
expremiert werden (GRADDY et al. 2000). Auch beim Goldfisch sind zwei verschiedene
Isogene zu beobachten, das CYP19A- und CYP19B-Gen. (TCHOUDAKOVA u. CALLARD
1998). Sie werden ebenfalls gewebespezifisch expremiert, Gen CYP19A im Ovar und
CYP19B im Gehirn und in der Retina. Dass beim Rind ein Pseudogen existiert (FÜRBASS u.
VANSELOW 1995), bestätigt die Theorie der Genduplikation.
Exon
1
Entfernung in 5´-Richtung vom
Translationsstartpunkt





I.3 200 bp Fett, Brustkrebs cAMP
I.6 700 bp Knochen Klasse I Zytokine**
I.2 13 kb Plazenta (minor)
I.f 33 kb Gehirn
Androgen,
Neurotransmitter*
I.7 36 kb Brustkrebs (GAAT-2)






2a 78 kb Plazenta
I.1 93 kb Plazenta Retinoide
Tab. 2.1: Gewebespezifische Exons 1, ihre Entfernung zum Translationsstartpunkt in
Exon II sowie eine Auswahl vermutlicher regulativer Faktoren (BULUN et al.
2003, SIMPSON et al. 1994);
* Im Gehirn wird für cAMP ein hemmender Einfluss angenommen;
** Klasse I Zytokine sind z.B. IL6, IL11 und TNF-α.
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Nach Transkription des Aromatase-Gens werden beim Menschen zwei verschiedene mRNA-
Transkriptvarianten beobachtet. MEANS et al. (1989) weisen Transkripte von 2,9 kb und
3,4 kb Größe nach. Diese können auch für die fetale Leber (PRICE et al. 1992), in Zelllinien
des plazentären Synzytiotrophoblasten (KAMAT et al. 1998) sowie in Graafschen Follikeln
und Gelbkörpergewebe gezeigt werden (DOODY et al. 1990). Für den Gelbkörper des
Anubispavian (Papio anubis) sind Transkripte in einer Größe von 3,6, 3,0, und 1,7 kb
beschrieben (HILD-PETITO u. FAZLEABAS 1997). Somit finden sich für die Gruppe der
Primaten einschließlich des Menschen mRNA-Transkripte gleicher Größenordnung, die nur
durch methodisch unterschiedliche Größenabschätzung voneinander abweichen. Dies erklärt
auch bei SIMPSON et al. (1987) beschriebene Transkriptgrößen von 3,0, 2,4 und 1,6 kb bzw.
ein von CORBIN et al. (1988) gefundenes Transkript von 2,1 kb in der Plazenta des
Menschen. Dagegen sind bei Labor- und Nutztieren stärkere Abweichungen im Muster der
Transkriptgrößen zu verzeichnen. So werden Transkriptgrößen für das Pferd von 3,0 kb
(BOERBOOM et al. 1999), für das Schwein von 2,7 kb (CHOI et al. 1996) und für die Ratte
von 2,7 kb, 2,2 kb und 1,7 kb beschrieben (HICKEY et al. 1990, LEPHART et al. 1990).
Noch größere Abweichungen sind für das Rind mit ca. 6 kb (TODA et al. 1990,
HINSHELWOOD et al. 1993) zu verzeichnen. Diese werden durch das Fehlen des
Polyadenylierungssignals und die damit verbundene Transkription einer langen nicht
translatierten 3´-Region verursacht.
2.3.2 Proteinstruktur der Aromatase
Die Translation der Aromatase-mRNA resultiert in einem aus 503 Aminosäuren bestehenden
Protein, das sich mit einer prosthetischen Häm-Gruppe verbindet. Die Kristallstruktur des
Aromatase-Proteins ist bisher nicht bekannt. GRAHAM-LORENCE et al. (1995) beschreiben
jedoch ein Proteinstruktur-Modell, das mittels Computersimulation und Sequenz- bzw.
Strukturvergleich mit anderen Cytochrom P450-Enzymen abgeleitet worden ist. Dieses gibt
Anhaltspunkte über Struktur-Funktions-Zusammenhänge des 57,9 kDa großen Glykoproteins
(SETHUMADHAVAN et al. 1991) und berücksichtigt folgende Voraussetzungen für die
Funktionalität des Enzyms: Redoxpartnerbindung, Substraterkennung in einem Zugangskanal,
Substratbindung im aktiven Zentrum, Substratpositionierung zur Aromatisierung des A-
Ringes sowie Hydroxylierung durch den vom Häm-Eisen aktivierten Sauerstoff. In
Anlehnung an das Proteinstruktur-Modell von GRAHAM-LORENCE et al. (1995) zeigt Abb.
2.3 eine vereinfachte Darstellung des Aromatase-Proteins. Dieses besteht im Wesentlichen
aus einem Helix-Bündel, zwei benachbarten β-Faltblattstrukturen und der Häm-
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Bindungsregion. Tabelle 2.2 gibt eine Übersicht über verschiedene Abschnitte der Protein-
Sekundärstruktur und zeigt die zugrunde liegenden Aminosäure- wie auch die cDNA-
Sequenzabschnitte auf. Des Weiteren wird die Position einzelner funktionell bedeutender
Aminosäuren in Relation zur Sekundärstruktur verdeutlicht und die Funktion der
verschiedenen Proteinstrukturen zusammengefasst.
Oberflächlichen Strukturen kommt nur wenig funktionelle Bedeutung zu. Eine Ausnahme
bildet die Redoxpartnerbindungsstelle. Sie wird durch die Helices B, C, J, J´, K, L die
C-terminale Region der K´-Helix und die Häm-Bindungsregion gebildet. An der Bindung sind
die Aminosäurereste von Histidin 105 (H105) und Lysin 150 (K150) beteiligt.
Die drei Glykosilierungsstellen liegen N-terminal des Membranankers, in der E-Helix und in
der I-Helix, der vermutlichen Substratbindungsdomäne.
Abb. 2.3: Modell des Aromatase-Proteins mit Darstellung der Helices als Zylinder, der
β-Faltblattstrukturen als Pfeile und des Häm als Achteck; überwiegend
hydrophile Regionen sind blau, überwiegend hydrophobe rot gekennzeichnet


















































































Teil des aktiven Zentrums
(I-Helix = Substratbindung)
C299, E302, L304, A306,




































Tab. 2.2:  Zusammenhang zwischen Exons, Aminosäureabschnitten und
Sekundärstrukturen, sowie Funktion von Sekundärstrukturen und einzelnen
bedeutenden Aminosäuren;
* „Meander“ = konserviertes Zufallsknäuel (modifiziert nach CHEN und
ZHOU (1992), GRAHAM-LORENCE et al. (1995)).
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Der äußere Zugangskanal zum aktiven Zentrum wird durch die F-G-Schleife und das β1-
Faltblatt gebildet. Beide sind in ihrer Struktur evtl. veränderlich, sodass
Konformationsänderungen der Regulierung oder Anpassung bei der Substratbindung dienen
könnten. In der F-G-Schleife wird das Substrat wahrscheinlich durch die Aminosäuren
Glutamin 225 (Q225) und Leucin 228 (L228) erkannt (AMARNEH et al. 1993), im β-
Faltblatt durch Methionin 85 (M85), Valin 87 (V87), Tryptophan 88 (W88) und Isoleucin 89
(I89). Ferner bildet der Zugangskanal Strukturen zur Substratorientierung aus. Im β-Faltblatt
ist dies eine Führungslinie aus Aminosäuren mit aliphatischen hydrophoben Resten (I96,
I395, M374, L372), an der sich C18 und C19 orientieren. Gegenüberliegend richtet sich das
Steroidgerüst zu den aromatischen Resten der F-G-Schleife aus. In der Nähe des aktiven
Zentrums sorgen Aminosäuren der B´-C-Schleife (H128, E129, K130) für die korrekte
Orientierung des Substrats.
Über das konservierte Cystein 437 (C437) als fünfte Bindungsstelle für das Häm-Eisen ist die
prosthetische Gruppe als Thiolat an die Aromatase gebunden (SIMPSON et al. 1987,
SIMPSON et al. 1994). Kontakt zur Hämoberfläche haben die Aminosäuren Phenylalanin 430
(F430), Alanin 438 (A438) und Lysin 440 (K440).
In ähnlicher Weise scheinen sich die hydrophoben Aminosäurereste von Leucin 304 (L304),
Alanin 307 (A307) und Leucin 477 (L477) im aktiven Zentrum an die Struktur von Substraten
anzupassen (LEWIS u. LEE-ROBICHAUD 1998). Arginin 435 (R435) geht eine
Wasserstoffbrückenbindung mit dem Häm-Propionat ein.
Das aktive Zentrum wird auf der einen Seite von der prosthetischen Gruppe, dem Häm
(Protoporphyrin IX) begrenzt. Dieses ist zwischen der I- und der L-Helix sowie dem β4-
Faltblatt eingebettet (CHEN u. ZHOU 1992). Dabei ist der B-Pyrrol-Ring durch die I-Helix,
der C-Ring über die B´-C-Schleife, der D-Ring über β-1-4 und der A-Ring über β4 gebunden.
Auf der anderen Seite des aktiven Zentrums formt die überwiegend hydrophobe I-Helix mit
der durch die Aminosäuren Alanin 306 (A306), Alanin 307 (A307) und Prolin 308 (P308)
gebildeten Schleife die Substratbindungstasche.
Neben dem Häm, genauer dem A-Pyrrolring, begrenzt die β-4-Faltblattstruktur das
katalytische Zentrum. Für den Erhalt der Konformation sind Lysin 216 und 230 (K216, K230)
- evtl. durch Wasserstoffbrückenbindung mit Aspartat 309 (D309) - sowie Cystein 299 (C299)
wichtig. Alanin 307 (A307) scheint für die Bindungsaffinität von Bedeutung zu sein. Die J´-
und K-Helix binden den C- und D-Steroidring ähnlich dem Steroid bindenden Teil des
α-Östrogenrezeptors (CHEN u. ZHOU 1992).
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Vom Bereich des Zugangskanals ragt der geladene Rest des Histidins 128 (H128) in das
aktive Zentrum hinein und trägt zur Substratorientierung bei. Dies stabilisiert wahrscheinlich
die Substratposition durch Wasserstoffbrückenbindung mit der 17-Keto-Gruppe. Ebenso
ragen vom β-4-Faltblatt die Aminosäuren Lysin 473 (K473), Isoleucin 474 (I474), Histidin
475 (H475) und Aspartat 476 (D476) in das aktive Zentrum. Lysin 473 (K473) oder Histidin
475 (H475) könnten die 3-Keto-Gruppe von Androstendion oder Testosteron über
Wasserstoff binden und so die Bildung des Enols erleichtern. Des Weiteren werden
Reaktionsmechanismen beschrieben, an denen die konservierten Aminosäuren Aspartat 309
(D309) und Threonin 310 (T310) beteiligt sind. Bei diesen ist die Polarität bzw. der Säurerest
für die Aktivität des Enzyms wichtig. Glutamat 302 (E302), dessen Carboxyl-Gruppe für die
katalytische Funktion von Bedeutung ist, unterstützt die Reprotonierung von D309 und T310
oder formt eine Salzbrücke mit Lysin 130 (K130) und ist damit an der Bildung der
Substratbindungstasche beteiligt. Weiterhin wurde durch Mutationsversuche eine Bedeutung
der Aminosäuren Prolin 308 (P308), Serin 312 (S312) und Arginin 365 (R365) für die
katalytische Funktion festgestellt. Letztere ist dabei unerlässlich. Die Positionierung der
Aminosäuren Serin 478 (S478) und Histidin 480 (H480) zusammen mit Aspartat 309 (D309)
erinnert an die Konstellation einer Serinprotease (LEWIS u. LEE-ROBICHAUD 1998).
2.3.3 Reaktionsmechanismus der Aromatase
Das eben beschriebene Protein bildet einen Ezymkomplex mit dem ubiquitär vorkommenden
Flavoprotein NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase, welches den Elektronenübergang bei der
Substratoxidation vermittelt. Hierdurch erst wird die Funktion des Aromatase-Proteins
ermöglicht und die Monooxygenase katalysiert den letzten Schritt in der Östrogensynthese.
Die Umwandlung von Androgenen in Östrogene erfordert 3 Moleküle Sauerstoff und 6
NADPH reduzierende Äquivalente. Über die 19-Hydroxy- und 19-Oxo-Zwischenstufen
entstehen die Östrogene Östron bzw. Östradiol (Abb. 2.4).
Bei den ersten beiden Reaktionen handelt es sich um durch Häm-Eisen vermittelte
Hydroxylierungs-Reaktionen an der C19-Methylgruppe. Die Elektronen werden durch die
NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase über das Donormolekül NADPH transferiert und der
Sauerstoff durch die Aromatase in das Substrat inkorporiert. Dabei ist molekularer Sauerstoff
durch das reduzierte Häm-Eisen an das Enzym gebunden (Fe2+-O=O).
Vermutlich vermittelt durch die Aminosäure Threonin 310 (T310), wird unter
Wasserabspaltung die Sauerstoff-Doppelbindung gespalten und so der Häm-Sauerstoff
aktiviert (Fe5+=O). Über Aspartat 309 (D309) wird T310 wahrscheinlich reprotoniert.
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Abb. 2.4: Durch Aromatase vermittelte Reaktionsschritte der Östrogensynthese am
Beispiel von Androstendion (Fe = Häm-Eisen; 2 e- entsprechen NADPH+H+)
(modifiziert nach SIMPSON et al. 1994, CONLEY u. WALTERS 1999)
Der aktivierte Sauerstoff hydroxyliert im Folgenden die C19-Methylgruppe zum 19-OH-
Androgen. In einer zweiten Hydroxylierungsreaktion nach gleichem Mechanismus entsteht
ein 19-Oxo-Androgen. Die detaillierten Vorgänge des dritten und letzten Oxidationsschrittes
sind noch nicht gänzlich geklärt. Postuliert wird eine durch Eisen-Peroxyd vermittelte
Reaktion (Abb. 2.4), bei der die C19-Methylgruppe abgetrennt und der A-Steroidring
aromatisiert wird. Wahrscheinlich wird durch die Carboxyl-Gruppe der Aminosäure D309 ein
Wasserstoffatom des C2 eliminiert und die zweite Doppelbindung in den Steroidring
eingeführt. T310 polarisiert die Doppelbindung des C19-Sauerstoffs, sodass ein Peroxyd-
Angriff durch das Häm-Eisen-Peroxyd möglich wird. Anschließend entzieht vermutlich D309
dem C1 ein Proton, während gleichzeitig die Aminosäure Lysin 473 (K473) oder Histidin 475
(H475) durch ihre positiv geladene Amino-Gruppe die 3-oxo-Gruppe protoniert. Dadurch



















eines aromatisierten C18-Körpers ist die Östrogensynthese abgeschlossen (GRAHAM-
LORENCE et al. 1995, SIMPSON et al. 1994). Herausragend ist die Fähigkeit zur Bildung
eines aromatischen Ringes, die für Enzymsysteme ungewöhnlich, wenn nicht sogar
einzigartig ist.
2.3.4 Lokalisation der Aromatase in Gewebe und Zelle
Im weiblichen Reproduktionstrakt wird die Aromatase im Ovar in den Granulosazellen
präovulatorischer Follikel expremiert. Der Gehalt an Aromatase nimmt dabei mit der
präovulatorischen Entwicklung zu und korreliert mit der Östrogensekretion präantraler
Follikel. Beim Menschen, Primaten und bei der Ratte zeigt auch der Gelbkörper einen hohen
Aromatase-Gehalt, der die signifikante Östrogensynthese in der Lutealphase erklärt
(RICHARDS 1994).
Dagegen wird in der Plazenta Aromatase nur bei Primaten und Ungulaten expremiert und ist
dort im Synzytiotrophoblasten lokalisiert. Mit zunehmendem Differenzierungsgrad steigt auch
der Aromatase-Gehalt im Zytotrophoblasten, der bei Umwandlung zum
Synzytiotrophoblasten sein Maximum erreicht (CONLEY u. WALTERS 1999). Im Gegensatz
dazu kann z.B. in der Plazenta der Ratte keine Aromatase nachgewiesen werden. In diesem
Fall bleibt der Gelbkörper der wichtigste Östrogensyntheseort während der gesamten
Gravidität (HINSHELWOOD et al. 1993). Dies ist ein weiterer Unterschied zwischen Mensch
und Primaten auf der einen und Nagetieren auf der anderen Seite. Im nicht-graviden Uterus ist
bei allen Spezies physiologischerseits keine Aromatase zu finden.
Im Hoden werden altersbedingte Unterschiede in der Aromatase-Verteilung und damit auch in
der Lokalisation der Östrogensynthese beobachtet. Bei nicht geschlechtsreifen Tieren ist sie in
Sertoli-Zellen lokalisiert. Bei adulten Tieren wie auch beim Mann ist sie in den Leydig-Zellen
zu finden. Zusätzlich ist für Nager, Pferd und Mensch eine Aromatase-Expression in den
Sertoli-Zellen auch bei Adulten beschrieben. Mensch und Nager zeigen darüber hinaus eine
Aromatase-Expression in Spermatozoen (CARREAU et al. 2003).
Bei allen bisher untersuchten Wirbeltierspezies ist die Aromatase außer in den Gonaden
zumindest auch im Gehirn lokalisiert. Analog zur Lokalisierung von Östrogen ist die
Aromatase im Gehirn vornehmlich in den neuralen Zellen des medial basalen Hypothalamus
(Area praeoptica) und in der Amygdala des limbischen Systems lokalisiert. Interessanterweise
wird für Männchen ein geringgradig höherer Aromatase-Gehalt im Gehirn beschrieben als für
Weibchen. Bei ersteren sind die sexuell dimorphischen Kerne größer als bei den Weibchen
(LEPHARDT 1996). Ferner wird eine Aromatase-Expression für die kortikale Region und das
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sensorische System einschließlich der Retina beschrieben (KAMAT et al. 2002). Im
Vergleich zum Fetus ist beim Erwachsenen ein viel niedrigerer Aromatase-Gehalt zu
verzeichnen. Trotz Parallelen in Aromatase- und Östrogengehalt scheint die Verfügbarkeit
von Androgenen der limitierende Faktor der Östrogensynthese im Gehirn zu sein.
Mit Ausnahme der Parietalzellen des Rattenmagens, für die eine Aromatase-Expression
nachgewiesen ist (UEYAMA et al. 2002), wird ein Aromatase-Gehalt in peripheren, nicht
gonadalen Geweben bisher nur für den Menschen und einige Primaten beschrieben. Beim
Menschen sind solche Gewebe beispielsweise Leber-, Fettgewebe und Haut sowie eine Reihe
fetaler Gewebe, insbesondere der fetalen Nebenniere. In der Nebennierenrinde adulter
Individuen werden die Geschlechtshormone im Vergleich zu den Mineralo- und
Glukokortikoiden nur in geringem Maß gebildet. Dabei findet die Sexualhormonsynthese wie
auch die Glukokortikoidsynthese in den beiden inneren Zonen, der Zona fasciculata und der
Zona reticularis, statt. Große Bedeutung kommt der Synthese von Pregnenolon in den
Mitochondrien zu, da dies die Vorstufe der Kortikosteroide, Androgene und Östrogene ist
(LÖFFLER u. PETRIDES 2003).
Weitere Orte der peripheren Östrogensynthese sind die Osteoblasten, Chondrozyten, das
Gefäßendothel und die glatte Muskulatur der Aorta (SIMPSON 2000). Für den Rhesusaffen
beschreiben MARTEL et al. (1994) Aromatase-Aktivität nicht nur für Leber, Ovar, Testis und
Prostata, sondern auch in geringerem Umfang für Nebenniere, Samenblase, Dünn- und
Dickdarm, Niere, Leber, Lunge, mesenteriales Fettgewebe, Endometrium und Myometrium.
Da für diese Organe ebenfalls die Aktivität der Steroidsulfatase, der 3β-HSD und der
17β-HSDs nachgewiesen ist, sind diese Gewebe vermutlich zur Östradiolsynthese aus dem
von der Nebennierenrinde sezernierten Vorläufermolekül DHEA-S fähig.
Hauptort der peripheren Östrogensynthese beim Menschen ist das Fettgewebe. Hier scheinen
Unterschiede in Aromatase-Gehalt und -Lokalisierung im Fettdepot von Bedeutung für die
Östrogensynthese zu sein. Ein wichtiger Zusammenhang zwischen Fettgewebs-
Östrogensynthese und Entwicklung von Osteoporose oder Brustkrebs wird vor allem bei der
Frau nach der Menopause gesehen (SIMPSON et al. 1997). Im Hormon-abhängigen
menschlichen Mammakarzinom wird die Aromatase im Zytoplasma von Stroma- oder
Interstitiumzellen nachgewiesen. Dabei wird sie am stärksten in unmittelbarer Tumornähe
expremiert (SASANO et al. 1996). Auch in anderen pathologisch veränderten Geweben wird
eine Aromatase-Expression beobachtet. Für den Menschen ist dies z.B. der Fall bei
Endometriose, Adenomyose, im Leiomyom und im Endometrium der an diesen Erkrankungen
leidenden Patienten, nicht aber im Endometrium gesunder Frauen. Dabei ist die Aromatase
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immer in Drüsenzellen und nicht im Stroma lokalisiert (KITAWAKI et al. 1997). Des
Weiteren ist die Aromatase vermehrt bei Erkrankungen von Gonaden, Plazenta, Prostata und
Nebenniere zu finden (CONLEY u. WALTERS 1999). Auch andere Spezies wie z.B. der
Pavian zeigen Aromatase-Expression im Mammatumor (NAKAMURA et al. 1999).
In der Zelle ist die Aromatase vorwiegend in Mitochondrien vom Tubulustyp sowie in
tubulärem, agranulärem endoplasmatischen Retikulum lokalisiert. In Übereinstimmung
hiermit sind diese Zellorganellen zahlreich in Geweben der Steroidhormonsynthese zu finden.
Die Aromatase wird dem mikrosomalen Kompartiment zugeordnet. Wie alle bekannten
eukaryotischen Cytochrome P450 ist sie Membran gebunden und zwar an die Außenmembran
der Mitochondrien bzw. des endoplasmatischen Retikulums oder an die Plasmamembran.
FOURNET-DULGUEROV et al. (1988) zeigen in elektronenmikroskopischen
Untersuchungen, dass der größte Teil des Moleküls vom endoplasmatischen Retikulum aus in
das Zytoplasma der Zelle ragt. Der Membrananker wird vermutlich durch eine konservierte
Gruppe aminoterminal gelegener hydrophober Aminosäuren gebildet. Dieser fehlt den
löslichen prokaryotischen Cytochromen P450 (CONLEY u. WALTERS 1999). Im Gegensatz
zu anderen Cytochromen P450 beginnt diese hydrophobe Region bei der Aromatase nicht
direkt aminoterminal, sondern erst bei den Aminosäuren in Position 20 bis 22. Dies lässt
vermuten, dass die Aromatase durch die Membran hindurch reicht. Eine Schleifenbildung
wird jedoch nicht angenommen (CORBIN et al. 1988).
Die Synthese von Androgenen und Östrogenen findet meist in getrennten Zellen, Geweben
oder sogar Organen statt. Auf dieser Beobachtung beruht die sog. „Zwei-Gonadotropin-Zwei-
Zell-Theorie“ (HSUEH et al. 1984). Für den ovariellen Follikel z.B. bedeutet dies, dass
Androgene nach LH-Stimulation in den Thekazellen synthetisiert werden und anschließend
durch die Basalmembran in die Granulosazellen diffundieren. Dort werden sie induziert durch
FSH zu Östrogenen umgesetzt. Die Granulosazellen sind zwar zur Progesteronsynthese
befähigt, ihnen fehlt aber die zur Androgensynthese benötigte 17α-Hydroxylase /
17,20-Lyase. Diese wird in den Aromatase-negativen Thekazellen expremiert. Damit ist die
Expression der Aromatase und der 17α-Hydroxylase / 17,20-Lyase in den verschiedenen
Zellen unterschiedlich reguliert und räumlich getrennt, korreliert aber zeitlich (CONLEY u.
WALTERS 1999). Ein weiteres Beispiel für die in getrennten Kompartimenten stattfindenden
Schritte der Östrogensynthese ist die fetoplazentäre Einheit beim Menschen bzw. Pferd. Hier
werden Androgene aus der fetalen Nebennierenrinde bzw. aus den fetalen Gonaden in der
Plazenta zu Östrogenen umgewandelt. Auch bei Ratten wird im fortgeschrittenen
Graviditätsstadium plazentäres Androgen in den Ovarien zu Östrogen umgewandelt.
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2.4 Der Weißbüschelaffe als Primatenmodell
Der Weißbüschelaffe (Callithrix jacchus, engl.: Common Marmoset) gehört zur Familie der
Krallenaffen (Callitrichidae) und damit zu den Neuweltaffen (Platyrrhini). In seiner
ursprünglichen Heimat Brasilien ist seine Art vor allem durch die Zerstörung seines
Lebensraums bedroht. In Gefangenschaft zeichnet er sich jedoch durch eine hohe
Fortpflanzungsrate aus. Nach Aufnahme in die CITES (Konvention über den Internationalen
Handel mit bedrohten Arten) und der damit verbundenen Garantie, dass nur Tiere aus
Zuchtkolonien zu Versuchszwecken eingesetzt werden, ist der Weißbüschelaffe in den letzten
Jahrzehnten zunehmend in der biomedizinischen Forschung verwendet worden.
Der vermehrte Einsatz des Weißbüschelaffen v.a. im Bereich der reproduktionsbiologischen
Forschung lässt sich damit erklären, dass er Eigenschaften besitzt, die ihn als Versuchstier
besonders geeignet machen. Seine geringe Größe (ca. 20 cm Scheitel-Steiß-Länge) und ein
Durchschnittsgewicht von 400 g bei Tieren in Gefangenschaft erleichtern den Umgang mit
dem Weißbüschelaffen gegenüber anderen zu Versuchszwecken genutzten Primatenarten wie
z.B. den Makaken und Pavianen. Besonders interessant für reproduktionsbiologische Aspekte
sind die hohe Nachkommensrate (2 bis 3 Jungtiere pro Wurf), die relativ kurzen
Zuchtintervalle von 4,5 bis 5 Monaten und die kurzen Generationszeiten bei Eintreten der
Geschlechtsreife mit ca. 18 Monaten (HEARN 1978, HEARN 1983).
Eine der Zyklus-Besonderheiten gegenüber dem Menschen und den Altweltaffen wie z.B. den
Makaken besteht darin, dass der Weißbüschelaffe als Neuweltaffe eine höhere Ovulationsrate
(2-3 Eizellen pro Zyklus) aufweist. Außerdem zeigt er keine Menstruation oder sonstige
äußerlich sichtbaren Anzeichen für das Zyklusstadium wie z.B. zyklische Veränderungen des
Scheidenepithels oder der Scham. Daher wird beim Weißbüschelaffen der
Ovulationszeitpunkt als Tag 1 eines ovariellen Zyklus bezeichnet, bei der Frau dagegen der
erste Tag der Menstruation. In Übereinstimmung mit der Frau zeigt der Weißbüschelaffe im
Gegensatz zu den meisten Altweltaffen keine Saisonalität, d.h. Zyklen finden während des
gesamten Jahres statt. Auch Zykluslänge und hormonelles Zyklusprofil ähneln denen der Frau
(Abb.2.5). So wird für den Weißbüschelaffen eine Zykluslänge von 27 bis 29 und für die Frau
von 28 bis 30 Tagen beschrieben.
Dabei ist die Follikelphase des Weißbüschelaffen mit 8 bis 10 Tagen etwas kürzer als die der
Frau mit 14 Tagen. Analog dazu ist die Lutealphase mit 19 bis 21 Tagen länger (HEARN
1983). Wie aus Abb. 2.5 hervorgeht, ähneln sich der Weißbüschelaffe und die Frau in ihrem
Hormonprofil, unterscheiden sich aufgrund relativ hoher Plasma-Steroidhormon-Spiegel beim
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Weißbüschelaffen jedoch deutlich in ihrem Hormongehalt (HEARN et al. 1978, FRASER u.
LUNN 1999). In Anlehnung an die bei Neuweltaffen ebenfalls beobachteten hohen Plasma-
Cortisolwerte, denen vermutlich eine primäre Cortisolresistenz durch niedrige
Glukokortikoid-Rezeptor-Affinität zugrunde liegt (CHROUSOS et al. 1982), könnte eine
solche Situation auch für die Sexualsteroide bei Neuweltaffen vermutet werden (LEVINE et
al 1982). Hierzu gibt es aber bisher noch keine Untersuchungen.
Abb. 2.5: Progesteron- und Östradiolkonzentrationen im Blutplasma von Mensch (A)
und Weißbüschelaffe (B) während des weiblichen Sexualzyklus
(modifiziert nach HEARN (1983), SILBERNAGL et al. (1996))
Wie im nicht-graviden Zyklus zeigen die Hormonprofile von Weißbüschelaffe und Frau eine
hohe Übereinstimmung auch im Verlauf der Gravidität (Abb. 2.6), welche beim
Weißbüschelaffen ca. 144 Tage dauert. Damit ist sie in Relation zur Körpergröße länger als
bei Altweltaffen (ca. 170 Tage) oder bei der Frau und den meisten Menschenaffen (ca. 266
Tage). Dieses wird mit einer anfänglich verzögerten Embryonalentwicklung beim
Weißbüschelaffen in Zusammenhang gebracht (MERKER et al. 1988).
Abb. 2.6: Progesteron- und Östrogenkonzentrationen im Blutplasma von Mensch (A) und
Weißbüschelaffe (B) während der Gravidität (modifiziert nach HEARN, 1983;
LÖFFLER u. PETRIDES 2003)
Menstruation Ovulation












































































































Trotzdem erscheint die Blastozyste wie auch beim Menschen ca. 4 Tage nach Konzeption im
Uterus (HEARN 1983). Ähnlich wie beim Rhesusaffen und Pavian, aber etwas später als
beim Menschen, heftet sie sich zwischen dem 10. und 12. Tag nach der Ovulation zur
Implantation an das Endometrium an. Als einer der frühesten Marker der Gravidität wird
beim Weißbüschelaffen das Proteohormon Choriongonadotropin (CG) vermehrt ab Tag 10 bis
15 von den Trophoblastenzellen des Konzeptus gebildet. Beim Menschen geschieht dies
bereits 6 bis 8 Tage nach der Befruchtung (MARSHALL et al. 1968). Später übernimmt der
Synzytiotrophoblast der sich anbildenden Plazenta die CG-Synthese, was unter anderem die
Luteolyse des Gelbkörpers verhindert und damit die Produktion von Östrogen und
Progesteron im Graviditätsgelbkörper sicherstellt.
Bei Primaten ist für die Östrogensynthese in der Frühgravidität hauptsächlich der Gelbkörper
zuständig. Später übernimmt die Plazenta zum großen Teil diese Aufgabe. Dieses als
luteoplazentärer Shift bezeichnete Phänomen ist bei der Frau in der fünften bis siebten
Schwangerschaftswoche zu beobachten (JUENGEL et al. 1999). Beim Rhesusaffen wird der
luteoplazentäre Shift für Östrogen um den 45. Tag der Gravidität angenommen. Gestützt wird
diese Vermutung dadurch, dass das Erscheinen fetaler Androgene als Vorstufe der
plazentären Östrogensynthese mit letzterer korreliert (ELLINWOOD et al. 1989). Nach
Untersuchungen von Graviditäten bis zum 60. Tag wird für den Weißbüschelaffen der
luteoplazentäre Shift der Östrogensynthese zwischen Tag 40 und 60 der Gravidität vermutet
(HEARN 1983, HODGES et al. 1983).
Auch auf molekularbiologischer Ebene ist eine Übereinstimmung zwischen der Frau und dem
Primaten festzustellen. So ist der Weißbüschelaffe mit Bestimmung der cDNA-Sequenzen
von beispielsweise dem Östrogenrezeptor β, dem LH-, Progesteron- Prolaktin- und Oxytozin-
Rezeptor sowie dem Relaxin und Relaxin-like Faktor im Bereich der
Reproduktionsphysiologie bereits recht gut charakterisiert. Von den am Östrogenstoffwechsel
beteiligten Enzymen sind bisher aber nur cDNA-Sequenzen einiger 17β-HSDs zugänglich.
Mit der Klonierung und Charakterisierung der Aromatase in der vorliegenden Arbeit sollen
neue Möglichkeiten zur Untersuchung des Östrogenstoffwechsels in Primaten eröffnet
werden.
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3 Tiere, Material und Methoden
3.1 Tiere und Material
3.1.1 Gewebe
Das untersuchte Gewebe stammt von gesunden Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) im
geschlechtsreifen Alter von 2 bis 9 Jahren aus der Paarhaltung der Kolonie des Deutschen
Primatenzentrums (Göttingen, Deutschland). Der ovarielle Zyklus weiblicher Tiere wurde
mittels einer einmaligen intramuskulären Applikation von 0,8 µg des PGF2α-Analogons
Cloprostenol (Estrumate, Essex Tierarzneimittel, München, Deutschland) am Tag 0 des
Zyklus - entsprechend Tag 11 bis 15 der Lutealphase - kontrolliert (SUMMERS et al., 1985).
Die Regelmäßigkeit des Zyklus wurde durch zweimalige Blutprobennahme pro Woche mit
anschließender Blutprogesteronbestimmung im Enzymimmunoassay (HODGES et al., 1988;
HEISTERMANN et al., 1993) überprüft.
Die Gewebeentnahme erfolgte unter Injektionsanästhesie mit Ketamin und Xylazin zum einen
im Rahmen eines Kaiserschnitts, bei dem Plazenta entnommen wurde. Zum anderen wurde
eine Luteektomie oder Ovarektomie sowie die Entnahme der übrigen Gewebe unmittelbar vor
Euthanasie durch Blutentzug durchgeführt. Die Ovarektomie wurde an den Tagen 3 bis 4 der
Follikelphase sowie 8 und 14 der Gelbkörperphase im nicht graviden Zyklus vorgenommen.
Während der Gravidität wurde Gelbkörpergewebe an den Tagen 30, 45, 72 und 98 sowie post
partum entnommen. Die Uterusgewebeentnahme erfolgte für Northern Blot am Tag 3 bis 4
der Follikelphase sowie am Tag 14 der Lutealphase, für Western Blot am Tag 7 der
Follikelphase bzw. Tag 8 der Lutealphase. Im Rahmen des Zuchtmanagements wurden
Kastrationen durchgeführt. Bei diesen wurde Testisgewebe von bis zu 12 Monate alten
juvenilen Tieren, von bis zu 8 Jahre alten adulten Tieren und von über 8 Jahre alten senilen
Tieren entnommen.
Direkt im Anschluss an die Entnahme wurde das Gewebe in flüssigem Stickstoff
kryokonserviert und bis zur weiteren Isolierung von Protein bzw. RNA bei -80°C gelagert.
Für immunhistochemische Untersuchungen wurde das Gewebe unmittelbar nach der
Entnahme in 3,5%igem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. 5 µm Dünnschnitte
wurden angefertigt und auf mit 0,01%igem Poly-L-Lysin beschichtete Objektträger
aufgezogen.
Zur Durchführung dieser Versuche lag eine Tierversuchsgenehmigung der Bezirksregierung
Braunschweig vor (No: 509.42502/08-03.99).
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3.1.2 Chemikalien und Arbeitsmaterialien
Die Zusammensetzung der verwendeten Lösungen, Puffer und Medien ist im Anhang 1
aufgelistet.
Die im molekularbiologischen Teil dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammen von den
Firmen Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) und Roche
Applied Science (Mannheim, Deutschland). Sie waren in ihrem Reinheitsgrad für
molekularbiologisches Arbeiten geeignet. Für RNAse-freies Arbeiten wurden
Arbeitsmaterialien und Flüssigkeiten hitzesterilisiert bzw. hitzeempfindliche Materialien mit
RNAse-Erase (ICN Biomedicals Inc., Irvine, USA) behandelt.
Für proteinbiochemische und immunologische Arbeiten wurden Chemikalien der Firmen
Roth, Sigma-Aldrich, Merck & Co Inc. (Whitehouse Station, USA), DAKO Diagnostika
(Hamburg, Deutschland) und Biochrom KG (Berlin, Deutschland) eingesetzt.
In allen Bereichen wurde bidestilliertes Wasser (im Folgenden „Wasser“), filtriert mit
Milli-Qplus QPAKTM2-Filtern der Firma Millipore (Billerica, USA), eingesetzt.
3.1.3 RNA-Sonden
Es wird eine für die Aromatase von Callithrix jacchus spezifische, Digoxigenin markierte
RNA-Sonde eingesetzt, die eine der humanen Aromatase-Sequenz von Basenpaar 304 bis 580
analoge Sequenz besitzt. Sie wurde durch In-vitro-Transkription mit einer T3-Polymerase und
dem DIG-RNA labelling Kit (Roche Applied Science) in einer Konzentration von 0,16 µg/ µl
hergestellt. Dies trifft auch auf die für Callithrix jacchus spezifische β-Aktin-RNA-Sonde zu.
3.1.4 Computerprogramme
Die densitometrische Auswertung des Northern Blot wird mit dem Geldokumentationssystem
Gel Doc und der Software Quantity One 4.0 (Biorad, München, Deutschland) durchgeführt.
Für das Auffinden von Schnittstellen für Restriktionsendonukleasen in den untersuchten
Sequenzen wird ein Programm benutzt, das unter der Internetadresse
http://www.bio.genesco.edu.80/~yin/WebGene.html zugänglich ist. Als Vorlage dient die
humane Aromatase-Sequenz.




Die Sequenzen werden mit Hilfe des GCG-Packages, zugänglich unter der Internetadresse
http://www.gwdg.de/~gcg, und NCBI-BLAST, zugänglich unter der Internetadresse
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast, verglichen.
Die in dieser Arbeit beschriebene codierende Sequenz der Callithrix jacchus-spezifischen




In dieser Arbeit sind die in Tab. 3.1 und 3.2 zusammengefassten, von der Firma MWG-
Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) hergestellten Primerpaare in einer Konzentration von





Sequenz Primerposition [bp] Schmelztemperatur
hARO1for gag gca aac agg aag gtg aa 27 57,3°C
hARO1rev gac gca gaa ggg tca aca c 809 58,8°C
hARO2for taa cat cac cag cat cgt gcc 283 64°C
hARO2rev ccg aat cga gag ctg taa tg 581 60°C
hARO3for tca cag tct gtg ctg aat ccc 732 59,8°C
hARO3rev tgt cag gtc acc acg ttt ctc 1106 59,8°C
hARO4for tgc tgg aca cct cta aca cg 834 59,4°C
hARO4rev ggc aag gat gga tga ttt gt 1814 55,3°C
hARO5for ggc tgg tca gta cct act ctg 1767 61,8°C
hARO5rev gcc aca cta att gag cta agc a 2613 58,4°C
Tab. 3.1: Zusammenfassung der verwendeten humanspezifischen Primerpaare;
Primerposition = 3´-Position der Primer in humanspezifischer Sequenz
(Zugangsnummer M28420) des codierenden DNA-Stranges
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Sequenz Primerposition [bp] Schmelztemperatur
cjARO1for ctg cgc tca gga tcc ttc ta 31 59,4°C
cjARO1rev tcc aca cca gga gaa aaa gg 254 57,3°C
cjARO2for ggt ctt gga aat gct gaa cc 158 57,3°C
cjARO2rev atc ccc atc cac agg aat ct 345 57,3°C
cjARO3for gaa ttg gac ccc tca tct cc 319 59,4°C
cjARO3rev tgc ctt tct cat gca tac ca 530 55,3°C
cjARO4for aca act cgg ccc ctc ttt at 582 57,3°C
cjARO4rev cgt gtt aga ggt gtc cag ca 739 59,4°C
hARO3for s.o. 637 59,8°C
cjARO5rev gct tgc cat gca tca aaa ta 813 53,2°C
cjARO6for gcc atc gtg ttt aaa atc caa 789 54,0°C
cjARO6rev tct ctt ctg cgg aaa tcc tg 947 57,3°C
cjARO7for cag gat ttc cgc aga aga ga 947 57,3°C
cjARO7rev ttg cct ctt cca cat tag gg 1130 57,3°C
cjARO8for aaa tgc tga ttg cag ctc ct 1060 55,3°C
cjARO8rev tgg tac cgc atg ctc tca ta 1236 57,3°C
cjARO9for tgg cta ccc agt gaa aaa gg 1307 57,3°C
cjARO9rev cca tgg cga tgt act ttc ct 1469 57,3°C
Tab. 3.2: Zusammenfassung der verwendeten Callithrix jacchus-spezifischen
Primerpaare; Primerposition = 3´-Position der Primer in Callithrix jacchus-
spezifischer Sequenz des codierenden DNA-Stranges
3.1.6 Genomische Cosmid-Bibliothek
Im Rahmen dieser Arbeit wird die von M. PACK, H. ZISCHLER, C. ROOS und S. SINGER
erstellte genomische Cosmid-Bibliothek „Callithrix jacchus“ No. 160 des „Resource Center
of the German Human Genome Project“ (Resource Center/ Primary Database; RZPD) im
Max-Planck-Institut für Molekulare Genetik (Heubnerweg 6, 14059 Berlin, Deutschland)
verwendet. Bei der Herstellung war DNA aus der Milz von Callithrix jacchus verwendet, in
den Cosmid-Vektor Lawrist 7 ligiert und in Escherichia coli-DH5α-Bakterien einkloniert
worden. Es werden folgende RZPD-Filter untersucht:
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Filter # 1 Bibliothek No. 160, Teil 1, Experiment No. 131, Filter No. 1, Replika No. 107
Filter # 2 Bibliothek No. 160, Teil 2, Experiment No. 131, Filter No. 1, Replika No. 137
Filter # 3 Bibliothek No. 160, Teil 3, Experiment No. 131, Filter No. 2, Replika No. 104
Filter # 4 Bibliothek No. 160, Teil 4, Experiment No. 131, Filter No. 2, Replika No. 134
Filter # 5 Bibliothek No. 160, Teil 5, Experiment No. 131, Filter No. 3, Replika No. 101
3.1.7  Restriktionsendonukleasen
Zum Einsatz kommen die in Tab. 3.3 aufgeführten Restriktionsendonukleasen mit ihren den





BamHI Roche AppliedScience g/gatcc 864
EcoRI Roche AppliedScience g/aattc 497; 2959
HindIII Roche AppliedScience a/agctt
Schnittstelle im Plasmid
PCR-Script Amp SK (+)
NotI Roche AppliedScience gc/ggccgc
Schnittstelle im Plasmid
PCR-Script Amp SK (+)
PstI MBI Fermentas ctgca/g 614
SacI MBI Fermentas gagct/c 665; 2099
Tab. 3.3: Verwendete Restriktionsendonukleasen; die Angaben beziehen sich auf die
Referenzsequenz (Zugangsnummer M28420) des humanen Aromatase-Gens.
3.1.8 Antikörper
Eine potenziell immunogene Peptid-Sequenz der Aromatase (KPNEFTLENFAKNVPYR,
entsprechend K409 bis R425 der humanen Aminosäure-Sequenz (SIMPSON et al. 1987)) ist
ausgewählt, synthetisiert und an KLH als Trägerprotein gekoppelt worden. Nach
Immunisierung von drei Kaninchen wird ihr Serum gewonnen und durch Antigen-
Affinitätschromatographie aufgereinigt (Pineda-Antikörperservice, Berlin).
Der im Vergleich zu diesen polyklonalen Antiseren eingesetzte monoklonale, Aromatase-
spezifische Antikörper (TURNER et al., 2002) ist kommerziell bei der Firma Biozol




(modifiziert nach SAMBROOK et al., 2001)
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA- bzw. RNA-Gemische, welche bei
einem pH-Wert von 7,0 negativ geladen sind, im elektrischen Feld der Größe nach
aufgetrennt. Kleinere Fragmente vermögen schneller durch die homogene Gelstruktur
hindurchzuwandern als größere. Für Fragmente, die kleiner als 800 bp sind, wird ein 2%iges
Agarose-Gel, für solche die größer als 800 bp oder 2000 bp sind, ein 1%iges bzw. 0,7%iges
Gel verwendet und so die Trennschärfe für das zu untersuchende Fragment optimiert. Dazu
werden 2 g, 1 g bzw. 0,7 g SeaKem LE Agarose (FWC Bioproducts, Rockland, Maine, USA)
in 100 ml 1x TBE-Puffer bis zur vollständigen Lösung im Mikrowellenherd (6305BL,
DAEWOO, Seoul, Korea) aufgekocht und auf ca. 60°C abgekühlt. Der Zusatz von
1 µl Ethidiumbromid (10 mg/ ml) ermöglicht durch die Interkalation dieses Farbstoffs in
Nukleinsäurestränge die spätere Sichtbarmachung unter UV-Licht als fluoreszierende Bande.
Die heiße Agaroselösung wird in das Gel-Tablett der Midi 1 Elektrophoresekammer (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) ausgegossen und abhängig von der Probenanzahl ein bis zwei 10er-
oder 20er-Taschenkämme eingesetzt. Ist das Gel nach maximal 30 min erstarrt, wird das Gel-
Tablett in Laufrichtung (von Kathode zu Anode) der Elektrophoresekammer eingesetzt und
1x-TBE-Puffer in die Kammer gefüllt, um den Kontakt zwischen Elektroden und Gel
herzustellen. Der Probenauftrag beträgt 12 µl für kleine und 24 µl für große Taschen. Dazu
werden 10 µl Probe, bei bekannter Konzentration der Probe je 2 µg/ 10 µl, mit 2 µl
6x Loading Dye Solution-Auftragspuffer (MBI Fermentas, Amhersty, USA) versetzt. Ebenso
wird mit 1 µg DNA-Längenmarker (Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder Plus bzw. 1kb DNA
Ladder, MBI Fermentas) verfahren. Dieser dient als Standard zur Größenbestimmung der im
Probengemisch enthaltenen Fragmente. Die elektrophoretische Trennung erfolgt für
60 bis 90 min durch Anlegen einer Spannung von 70 bis 85 V, entsprechend 5 bis 6 V pro cm,
mit dem Transformator E802 (Consort, Turnhout, Belgien). Die Dokumentation erfolgt, nach
Sichtbarmachung der Nukleinsäurebanden auf dem Transilluminator (Typ IL 350-M, Helmut
Saur Laborbedarf, Reutlingen, Deutschland), durch UV-Anregung bei 312 nm, durch
Fotografieren (COHU high Perfomance CCD Camera, Stratagene, Heidelberg Deutschland),
Computerprozessierung mit dem Eagle Eye II Photo-Dokumentationssystem (Stratagene, La
Jolla, Kalifornien, USA) und anschließenden Ausdruck durch den Mitsubishi Video Copy
Processor (Mitsubishi, Tokyo, Japan).
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3.2.2 DNA-Gelextraktion
Eine Gelextraktion wird durchgeführt, um ein bestimmtes DNA-Fragment aufzureinigen.
Dazu wird eine Agarose-Gelelektrophorese mit 24 µl Gesamtprobe in einem 1%igen
Agarose-Gel durchgeführt. Unter UV-Licht wird die betreffende Bande mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Die Extraktion erfolgt nach Herstellerangaben mit dem QIAquick-Gel
Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland).
3.2.3 RNA-Isolierung
Isoliert wird die RNA aus bei –80°C gelagerten Geweben, welche zunächst im Kryostaten
(Modell 1720, Leitz, Oberkochen, Deutschland) bei –25°C auf 25 µm Schichtdicke zur
groben Strukturaufschließung aufgeschnitten werden. Mit Hilfe des RNeasy Midi Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) wird die RNA entsprechend den Herstellerangaben extrahiert.
Die im RLT-Puffer enthaltenen Reagenzien Guanidinisothiozyanat und β-Mercaptoethanol
(1%) denaturieren bzw. inaktivieren Protein, RNA, RNAsen und DNA der lysierten Gewebe.
Wiederholtes Aufziehen des Ansatzes mit Spritze und 20G-Kanüle bewirkt eine adäquate
Gewebezerkleinerung und damit eine homogene Lösung. Nicht lysierte Gewebereste werden
durch 5-minütige Zentrifugation (Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau, Deutschland) bei
6000 rpm abgetrennt. Nach Zugabe von 70%igem Ethanol, welcher die Bindungsfähigkeit der
Nukleinsäure ermöglicht, wird der Überstand auf die Silikagelmembran einer Trennsäule
(RNeasy Midisäule) aufgetragen. In der nachfolgenden Zentrifugation binden RNA-
Moleküle, die größer als 200 bp sind, also z.B. keine t-RNA. Die Säule wird mit
3,8 ml RW1-Puffer gewaschen, die RNA in zwei Schritten mit je 2,5 ml RPE-Puffer auf der
Membran gefällt und nach kurzer Inkubation mit 150 µl RNAse-freiem Wasser durch
Zentrifugation eluiert. Mit weiteren 150 µl RNAse-freiem Wasser wird die restliche RNA
eluiert.
3.2.4 RNA- bzw. DNA-Fällung
(modifiziert nach SAMBROOK et al., 2001)
Zur Anreicherung von isolierter RNA in einer Lösung wird ihre Eigenschaft ausgenutzt, in
Anwesenheit von Alkohol und Salz-Ionen aus der Lösung auszufallen. Dazu werden
250 µl RNA-haltige Lösung mit 25 µl EDTA (0,2 M), 31,25 µl Lithiumchlorid (4 M) und
937,5 µl Ethanol (100%ig, -20°C) versetzt und für 1 bis 24 h bei –20°C gelagert. Im
Anschluss wird für 20 min bei –4°C und 14000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wird
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entfernt und das RNA-Pellet für 10 min getrocknet. Zum Abschluss wird das RNA-Pellet in
40 µl RNAse-freiem Wasser aufgenommen und bei –20°C gelagert.
Zur Konzentrierung einer DNA-Lösung kann analog zur RNA eine Ethanolfällung
durchgeführt werden, bei der gleichzeitig wasserlösliche Substanzen entfernt werden.
Die Probe wird mit 1/9 des Probenvolumens an Natriumacetat (3 M, pH 4,8 bis 5,2) versetzt.
Das zweifache Volumen der DNA-Natriumacetatlösung wird an Ethanol (100%ig, -20°C)
zugesetzt und 30 min bis 24 h bei –20°C gelagert. Während dieser Zeit fällt die DNA aus.
Durch 15-minütige Zentrifugation bei 14000 rpm bildet sich ein DNA-Pellet, das nach
Abpipettieren des Überstandes für mindestens 10 min getrocknet und in 20 µl autoklaviertem
Wasser aufgenommen wird.
3.2.5 Konzentrationsmessung von RNA und DNA im UV-Spektrophotometer
(modifiziert nach SAMBROOK et al., 2001)
Die Konzentration einer RNA- bzw. DNA-Lösung wird im UV-Spektrophotometer
(Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) durch Messung der Extinktion und
damit der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 260 nm (OD260) bestimmt. Nach
Nullwertmessung mit autoklaviertem Wasser werden 100 µl einer geeigneten Verdünnung der
Probe in einer Quarzküvette (Typ 40008454, 10 mm Durchleuchtungsstrecke, Pharmacia
Biotech) gemessen. Die Probenkonzentration wird durch Verdünnung bzw. Konzentrierung
dem Messbereich von einer Extinktion gleich 0,07 bis 0,99 angepasst. Bei einer
Flüssigkeitsschichtdicke (=Durchleuchtungsstrecke) von 10 mm entspricht eine Einheit der
optischen Dichte 40 µg RNA/ ml bzw. 50 µg DNA/ ml. Für die Konzentrationsberechnung
gilt demnach folgende Formel:
x [µg/ µl] = OD * v * f / 1000
mit OD = optische Dichte,
v = Verdünnungsfaktor,
f = Umrechnungsfaktor (40 für RNA, 50 für DNA).
3.2.6 Konzentrationsabschätzung durch Gelelektrophorese
Ist die Konzentration eines gereinigten PCR-Produktes oder Gelextraktes zu gering, um sie
mit Hilfe der Fotometrie zu erfassen, so kann der cDNA-Gehalt anhand des Ergebnisses einer
Agarose-Gelelektrophorese abgeschätzt werden. Die Intensität von mindestens drei
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unterschiedlichen Probenverdünnungen wird mit der entsprechenden Bande eines
kommerziellen Längenstandards (Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder Plus, MBI Fermentas)
verglichen. Ist dessen Menge bekannt (z.B. sind in 1 µg Längenstandard 0,1 µg des 500 bp
Fragmentes enthalten (=10%)), kann die Konzentration der Probe abgeleitet werden.
3.2.7 Northern Blot
(nach Angaben der Firma Roche, DIG User´s Manual: http://biochem.roche.com)
Die Identifizierung spezifischer mRNA-Transkripte wird mittels Northern Blot durchgeführt.
Dabei wird die gereinigte Gesamt-RNA zunächst in einer Gelelektrophorese auf einem
denaturierenden Agarose-Gel der Größe nach aufgetrennt, durch Kapillarwirkung auf eine
Trägermembran übertragen (blotting) und durch UV-Licht-Einwirkung (cross-linking) an
diese kovalent gebunden. Es folgt die Hybridisierung der Membran mit einer spezifischen,
Digoxigenin markierten RNA-Sonde. An diese bindet ein Anti-Digoxigenin-Antikörper, der
an Alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Durch enzymatische Reaktion entstehen instabile
Anionen, deren Zerfall Chemolumineszenz hervorruft. Diese Lichtemission schwärzt einen
Film, was zur Detektion und Dokumentation der gesuchten mRNA-Transkripte genutzt wird.
3.2.7.1 Denaturierendes Agarose-Gel
Um RNA-Sekundärstrukturen, welche die Laufeigenschaften der RNA verändern und die
Bindung der Hybridisierungssonde erschweren, zu zerstören (Denaturierung), wird bei der
Gelelektrophorese ein formaldehydhaltiges Agarose-Gel verwendet. Dazu werden
1 g Agarose in 85 ml Wasser auf ca. 60°C erhitzt und 10 ml sterilfiltrierter 10x MOPS-Puffer,
sowie 5 ml 37%iges Formaldehyd zugesetzt. Nach Volumenauffüllung mit Wasser auf 100 ml
und Zugabe von 1 µl Ethidiumbromid (10 mg/ ml) wird das Gel analog Punkt 3.2.1 Agarose-
Gelelektrophorese behandelt. Es wird ein 10er Taschenkamm verwendet.
3.2.7.2 Probenvorbereitung und Gelelektrophorese
Die Proben setzen sich aus 5 µg Gesamt-RNA in 15 µl  Wasser und 10 µl frisch angesetztem
RNA-Auftragspuffer zusammen. Während 10 min bei 65°C wird die RNA sowie ein RNA-
Größenmarker (RNA molecular weight marker I digoxigenin labeled, Roche Applied Science)
zur Auflösung von Sekundärstrukturen denaturiert und bis zum Auftrag auf Eis gelagert. Pro
Tasche werden 25 µl Probe (entsprechend 5 µg Gesamt-RNA) bzw. 10 µl des Digoxigenin
markierten RNA-Größenmarkers aufgetragen. Füllen der Gelkammer auf halbe Gelhöhe mit
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dem Laufpuffer 1x MOPS-Puffer schließt den Stromkreis, der bei Anlegen einer Spannung
von 120 V für 3 min die RNA in das Gel einwandern lässt. Kreuzkontamination zwischen
benachbarten Taschen wird so vermieden. Anschließend wird der Laufpuffer auf ein
Gesamtvolumen von 300 ml aufgefüllt. Eine 90-minütige Gelelektrophorese bei 70 V trennt
die RNA der Größe nach auf. Zur Kontrolle der Auftrennung und Unversehrtheit der RNA
wird das Gel auf dem UV-Transilluminator fotografisch dokumentiert.
3.2.7.3 Übertragung der RNA durch Kapillarblot
Schütteln des Gels für zweimal 10 min in 20x SSC-Blottingpuffer entfernt das Formamid.
Im folgenden Kapillarblot wird die RNA auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche
Applied Science) übertragen. Die Gelkammer dient als Blotkammer. Dabei bildet zuunterst
Filterpapier (Chromatography paper 3 mm, Whatman International Ltd., Maidstone, England)
eine nur peripher in den 20x SSC-Blottingpuffer eintauchende Pufferbrücke. Die weiteren,
jeweils auf Gelgröße zugeschnittenen und in Blottingpuffer äquilibrierten Komponenten des
Blotstapel setzen sich zusammen aus Filterpapier, Trenngel, Nylonmembran und Blotpapier.
Eine abschließende Lage aus trockenem Zellstoff bewirkt die Kapillarkraft, die über Nacht
den Laufpuffer vom Pufferreservoir der Gelkammer in Richtung zur Stapeloberseite zieht und
so die RNA auf die Nylonmembran überträgt.
Nach kurzem Waschen der Membran in autoklaviertem Wasser wird die RNA mittels
„cross-linking“ im UV-Stratalinker®2400 (Stratagene, Programm AUTO CROSSLINK) für
je 2 min von beiden Seiten über ihr Zucker-Phosphat-Gerüst an der Nylonmembran fixiert.
3.2.7.4 Hybridisierung
Mit 20 ml Hybridisierungsmix wird die Nylonmembran in ca. 8 h bei 68°C im
Hybridisierungsofen Compact line OV4 (Biometra, Göttingen, Deutschland) für den
spezifischen Nachweis vorbereitet (Prähybridisierung). Dabei ist ihre RNA tragende Seite
dem Lumen der rotierenden Glasröhren zugewandt und damit den Reaktionslösungen
zugänglich. Zur Hybridisierung werden 15 ml Hybridisierungsmix mit 5 µl Digoxigenin
gekoppelter RNA-Sonde versetzt. Dies entspricht einer Verdünnung von 1:3000 bzw. 800 ng
Sonden-RNA/ ml. Über Nacht wird die Hybridisierung analog zur Prähybridisierung
durchgeführt. Dabei bindet die RNA-Sonde an die Gesamt-RNA. Der ungebundene Anteil der
Sonde wird durch Waschen mit Waschpuffern in absteigender Salzkonzentration nach
folgendem Schema entfernt:
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zweimal 5 min bei RT mit 2x SSC/ 0,1% SDS (Natriumdodecylsulfatlösung),
zweimal 15 min bei 68°C mit 0,2x-SSC/ 0,1% SDS,
5 min bei RT mit Maleinsäurepuffer(pH 7,5),
30 min bei RT mit Blotblockingpuffer.
Der Blotblockingpuffer soll dabei die unspezifische Antikörperbindung an die Membran
verhindern.
3.2.7.5 Detektion
Ein Anti-Digoxigenin-Antikörper (Anti-Digoxigenin-AP Fab-Fragments, Roche Applied
Science), der mit Alkalischer Phosphatase konjugiert ist, wird 1:20.000 mit
Blotblockingpuffer verdünnt und zur Inkubation der Membran für 30 min bei RT im
Hybridisierungsofen verwendet. Überschüssiger Antikörper wird durch zweimal 15 min
Spülen in Waschpuffer (Maleinsäurepuffer versetzt mit 0,06% Tween) entfernt. Anschließend
wird die Membran für 5 min in DIG2-Puffer äquilibriert und in einer Klarsichthülle für 5 min
mit 1 ml einer 1:100-Verdünnung des Chemolumineszenzsubstrats CDP-Star (Roche Applied
Science) in DIG2 entwickelt. Dabei wird CDP-Star durch die jetzt Sonden gekoppelte
Alkalische Phosphatase unter Chemolumineszenzentwicklung umgesetzt. Diese kann nach
Entfernen der überschüssigen CDP-Star-Lösung auf einem Chemolumineszenzfilm
(Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences, Little Chalfort, England) festgehalten werden.
Dazu wird ein Film je nach Signalstärke für jeweils 2, 5, bzw. 15 min exponiert und im
Röntgenfilm-Entwickler (M35 X-OMAT Processor, Kodak, Tokyo, Japan) entwickelt und
fixiert.
3.2.7.6 Referenzhybridisierung mit β-Aktin
β-Aktin stellt ein in allen Geweben gleichermaßen expremiertes Protein dar. Die
Rehybridisierung derselben Membran mit einer β-Aktin-RNA-Sonde dient als
Positivkontrolle und Basis zur quantitativen Auswertung der Blotbanden. Die Membran wird
in Wasser gespült und kann bei Bedarf bei 4°C zwischengelagert werden. Zur
Rehybridisierung wird sie für 2 h prähybridisiert und dann mit 1 µl der β-Aktin-RNA-Sonde
auf 15 ml Hybridisierungsmix analog zu Punkt 3.2.7.4 über Nacht hybridisiert. Die
Entwicklung erfolgt analog Punkt 3.2.7.5. Abweichend werden die Chemolumineszenzfilme
nur für 1, 2, bzw. 5 min exponiert.
32
3.2.8 PCR – Polymerase-Kettenreaktion
Die PCR ermöglicht es, definierte DNA-Sequenzen aus einer DNA-Lösung (Template) zu
amplifizieren. In dieser Arbeit wird sie eingesetzt, um aus cDNA die Nukleotid-Sequenz der
Aromatase des Weißbüschelaffen zu vermehren und im Anschluss näher zu untersuchen bzw.
als Sonde einzusetzen.
In dieser Arbeit werden die Enzyme Pfu-Turbo-DNA-Polymerase, auch Turbo-Pfu-
Polymerase genannt (Stratagene), und Elongase (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland) verwendet. Die Pfu-Polymerase besitzt eine Proofreading-Funktion, d.h. sie
korrigiert falsch eingebaute Nukleotide und zeigt damit eine geringere Fehlerrate in ihrer
Syntheseleistung als Polymerasen ohne diese Funktion. Bei PCR-Fragmenten, deren Größe
die Synthesekapazität der Pfu-Polymerase von maximal 2000 bp überschreiten, kommt
Elongase als Synthese-Enzym zum Einsatz.
3.2.8.1 Das Prinzip der PCR
Eine PCR setzt sich aus folgenden Reaktionsschritten zusammen. Zunächst wird die
DNA-Doppelhelix durch Auflösung ihrer Wasserstoffbrückenbindungen nach Zufuhr von
Wärmeenergie (94°C) in ihre Einzelstränge gespalten (Denaturierung). Der initialen
Denaturierung von 2 bis 5 min folgen eine Denaturierung von 30 s als Auftakt der zyklischen
Reaktionskette. Durch Anlagerung von komplementären Oligonukleotiden, den so genannten
Primern, wird ein doppelsträngiges DNA-Stück als Startpunkt für die
Amplifizierungsreaktion geschaffen (Annealing, Priming). Ein Absenken der
Reaktionstemperatur für 30 s auf ein Niveau knapp unterhalb der Primerschmelztemperatur
ermöglicht die spezifische Bindung der Primer. Eine thermostabile Polymerase, die während
des Denaturierungsschrittes nicht inaktiviert wird, vervollständigt enzymatisch die DNA-
Einzelstränge durch Anhängen freier Nukleotidtriphosphate (dNTPs entsprechend dATP,
dGTP, dCTP und dTTP) aus dem Desoxynukleotidmix an die 3´-OH-Enden der Primer
(Elongation). Die Dauer dieses Reaktionsschrittes orientiert sich an der für die Polymerase
spezifischen Elongationsgeschwindigkeit (ca. 1000 bp/ min) und beträgt mindestens 90 s. Die
Reaktionstemperatur wird durch das Temperaturoptimum des verwendeten Enzyms bestimmt
(72°C für die Turbo-Pfu-Polymerase und 68°C für die Elongase). Durch Wiederholen dieser 3
Reaktionsschritte wird die Target-DNA in 25 bis 35 Zyklen exponentiell vermehrt.
Abgeschlossen wird die Amplifizierung mit einer terminalen Elongation für 2 bis 10 min.
Durch Absenken der Temperatur auf 4°C wird die Kettenreaktion beendet. Kontrolliert
werden die einzelnen Reaktionsschritte über die Temperatur, automatisiert im Thermoblock
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UNO II (Biometra, Göttingen, Deutschland), in dem nur Ansätze mit identischer
Annealingtemperatur eingesetzt werden können, bzw. im Robocycler Gradient 96
(Stratagene) oder Mastercycler Gradient (Eppendorf), bei denen Ansätze mit bis zu 12
verschiedenen Annealingtemperaturen gleichzeitig bearbeitet werden können. Ein Vorheizen
des Gerätedeckels auf 105°C verhindert den Volumenverlust durch Kondenswasserbildung
am Reaktionsgefäßdeckel.
3.2.8.2 RT-PCR und RACE-PCR
Es kommen in dieser Arbeit zwei verschiedene PCR-Verfahren zum Einsatz:
die RT-PCR (Reverse-Transkriptase-PCR, modifiziert nach MULLIS et al., 1986) und als
deren Spezialisierung die RACE-PCR (rapid amplification of cDNA-ends – PCR,
FROHMAN et al., 1994).
Beiden liegt das oben beschriebene Prinzip der Amplifizierung von cDNA zu Grunde, die
zuvor durch Reverse-Transkriptase aus mRNA synthetisiert wird. Sie unterscheiden sich in
den verwendeten Primern und Templates, sowie der Art des amplifizierten DNA-Stücks.
Bei der RT-PCR werden zwei sequenzspezifische Primer, der forward-Primer, auch sense-
Primer genannt, und der reverse- bzw. antisense-Primer, eingesetzt. Die Sequenz des forward-
Primers entspricht der des codierenden DNA-Stranges, bindet an den Komplementärstrang
und ermöglicht eine Synthese in 3´-Richtung des codierenden Stranges. Analog dazu hat der
reverse-Primer eine dem Komplementärstrang der DNA entsprechende Sequenz, bindet an
den codierenden Strang und ermöglicht die Synthese des Komplementärstranges. Durch
gleichzeitige Synthese beider DNA-Stränge ergibt sich die exponentielle Amplifikation der
DNA. Des Weiteren wird bei der RT-PCR vorwiegend der vom Primerpaar eingeschlossene
Sequenzabschnitt amplifiziert. Als Template für die PCR dient cDNA, die durch Reverse-
Transkriptase aus Gesamt-RNA synthetisiert wird.
Ausgehend von einer kurzen bekannten cDNA-Sequenz dient die RACE-PCR der
Amplifizierung eines möglichst großen cDNA-Stückes, dessen Sequenz nicht vollständig
bekannt ist. Es umfasst den Bereich zwischen einem spezifischen Primer und dem 5´-Ende
(5´-RACE-PCR) bzw. dem 3´-Ende (3´-RACE-PCR) der zugrunde liegenden cDNA.
Bei der 3´-RACE-PCR wird als Startpunkt der Synthese des cDNA-Templates der natürlich
vorkommende Poly-A-Schwanz am 3´-Ende der mRNA ausgenutzt. An ihn bindet eine oligo-
dT-Sequenz, die an einen Anker-Primer mit bekannter Sequenz gekoppelt ist. Die
nachfolgende Amplifizierungsreaktion läuft zwischen spezifischem forward-Primer und
Anker-Primer ab.
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Bei der 5´-RACE-PCR dient der spezifische reverse-Primer als cDNA-Synthesestartpunkt.
Um eine Primerbindung am 3´-Ende der cDNA (vormals 5´-Ende der mRNA ohne Poly-A-
Schwanz) zu ermöglichen, wird durch die terminale Transferase ein künstlicher Poly-A-
Schwanz angehängt. Diesen Schritt nennt man „Tailing“. Eine vorangehende Reinigung der
cDNA-Lösung von freien Nukleotidbausteinen stellt sicher, dass nur dATPs im Tailing
angehängt werden. Anschließend kann die Amplifizierungsreaktion zwischen spezifischem
reverse-Primer und oligo-dT-Anker-Primer, der an den Poly-A-Schwanz bindet, ablaufen.
0,5 µl des RACE-PCR-Produktes werden in einer erneuten Amplifikationsreaktion nach
RACE-Protokoll eingesetzt. Verschärfte Bedingungen, d.h. erhöhte Annealingtemperatur und
eine geringere Anzahl von Amplifikationszyklen, erhöhen den Anteil an gesuchter cDNA
bzw. reinigen das PCR-Produkt indirekt auf.
3.2.8.3 PCR-Protokolle
cDNA-Synthese:
Ausgangsmaterial ist die aus der Plazenta des Callithrix jacchus isolierte Gesamt-RNA.
Anhand dieser synthetisiert die Reverse-Transkriptase die Template-cDNA analog zu den
Vorgängen eines PCR-Zyklus. Die ausgewählten Primer gewährleisten, dass nur die zur
Untersuchung der jeweils interessierenden Genexpression erforderliche mRNA
umgeschrieben wird.
In dieser Arbeit wird für die cDNA-Synthese das 5´/ 3´-RACE Kit der Firma Roche Applied
Science verwendet. Im Vergleich zu anderen Reversen-Transkriptasen, deren
Temperaturoptimum bei 42°C liegt, bietet die im Kit verwendete AMV-Reverse-
Transkriptase den Vorteil einer hohen Temperaturstabilität. Selbst Sequenzabschnitte mit
hoher Sekundärstrukturstabilität können so während des Elongationsschritts bei 55°C
transkribiert werden.
4 µl cDNA Synthesepuffer
2 µl Desoxynukleotidmix
1 µl oligo-dT-Anker-Primer (3´-RACE-PCR, RT-PCR) bzw.reverse-Primer (5´-RACE-PCR)
0,5 – 2 µg Gesamt-RNA
ad 20 µl autoklaviertes Aqua bidest.
1 µl RNAsin (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland)
1 µl AMV-Reverse-Transkriptase
Tab. 3.4: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA
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Der Reaktionsansatz (Tab. 3.4) wird auf Eis pipettiert, kurz anzentrifugiert und für 60 min bei
55°C im Wasserbad inkubiert. Die cDNA-Synthese wird durch Enzymdeaktivierung bei 65°C
für 10 min gestoppt. Der dem Ansatz zugefügte RNAse-Inhibitor RNAsin schützt die RNA
während der Reaktion vor Degradation durch RNAse.
Tailing der cDNA für die 5´-RACE-PCR:
Die cDNA-Lösung wird zunächst mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche
Applied Science) aufgereinigt. Dieses nutzt die Eigenschaft der Nukleinsäuren aus, in
Anwesenheit von chaotropen Salzen an Silikagelmembranen zu binden. 20 µl cDNA und 100
µl Bindungs-Puffer werden für 30 s bei 14000 rpm in der Säule zentrifugiert und anschließend
mit einmal 500 µl und einmal 200 µl Waschpuffer gewaschen. Eluiert wird mit 50 µl EB-
Puffer (Qiagen), entsprechend 10 mM Tris HCl (pH = 8,0 - 8,3) durch 30 s Zentrifugation bei
14000 rpm. Dabei löst sich die DNA durch pH-Wert-Änderung von der Säulenmatrix.
Danach kann der Poly-A-Schwanz an die cDNA angehängt werden. Zunächst wird die in der
Reaktionslösung (Tab. 3.5) enthaltene cDNA während einer Inkubation von 3 min bei 94°C
denaturiert. Nach Abkühlen werden 1 µl terminale Transferase (10 U/ µl, 5´/ 3´-RACE Kit,
Roche Applied Science) hinzugefügt. Bei 37°C hängt diese dATPs an die cDNA an. Nach
20 min wird die Reaktion durch Enzyminaktivierung bei einer Inkubation von 10 min bei
70°C gestoppt.
19 µl gereinigte cDNA
2,5 µl Reaktionspuffer (5´/ 3´-RACE-Kit, Roche Applied Science)
2,5 µl 2mM dATP-Lösung (5´/ 3´-RACE Kit, Roche Applied Science)
Tab. 3.5: Zusammensetzung der Reaktionslösung zur Tailingreaktion von cDNA
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PCR-Reaktionsansätze:
Die Reaktionsansätze zu den verschiedenen angewandten PCR-Methoden sind in den
Tabellen 3.6 bis 3.8 aufgeführt.
RT-PCR mit Elongase-Polymerase
Der Reaktionsansatz setzt sich zusammen aus 20 µl Mix I und 30 µl Mix II
Mix I: Mix II:
1µl dNTP-Lösung* 10 mM 10 µl B-Puffer (Invitrogen) (Mg2+-Konzentration 2 mM)
1µl forward-Primer 2 µl Elongase-Polymerase (Invitrogen)
1µl reverse-Primer 18 µl Wasser
1µl cDNA- Template
16 µl Wasser
Tab. 3.6: Reaktionsansatz zur RT-PCR mit Elongase-Polymerase
RT-PCR mit Turbo-Pfu-Polymerase
38 µl Wasser
5 µl 10x Cloned Pfu Buffer (Stratagene)
1 µl dNTP-Lösung 10 mM
2 µl forward-Primer
2 µl reverse-Primer
1 µl cDNA- Template
1 µl Turbo-Pfu-Polymerase (Stratagene)
Tab. 3.7: Reaktionsansatz zur RT-PCR mit Turbo-Pfu-Polymerase
3´-RACE-PCR 5´-RACE-PCR
1 µl cDNA-Template 5 µl Poly-A-DNA-Template
1 µl PCR-AnkerPrimer * 1 µl oligo-dTAnker-Primer*
1 µl spezifischer forward-Primer 1 µl spezifischer reverse-Primer
1 µl Desoxynukleotidmix * 1 µl Desoxynukleotidmix *
40,5 µl Wasser 36,5 µl Wasser
5 µl 10x Cloned Pfu Buffer (Stratagene) 5 µl 10x Cloned Pfu Buffer (Stratagene)
0,5 µl Turbo-Pfu-Polymerase (Stratagene) 0,5 µl Turbo-Pfu-Polymerase (Stratagene)
Tab. 3.8: Reaktionsansatz zur 3´-RACE-PCR bzw. 5´-RACE-PCR,
* 5´/ 3´-RACE Kit, Roche Applied Science
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3.2.9 Herstellung kompetenter Escherichia coli
Bakterien bezeichnet man als kompetent, wenn sie bei der Transformation nach
Plasmamembran-Destabilisierung Plasmide in ihr Zytoplasma aufnehmen können. Aliquots
von je 100 µl kompetenten E. coli werden bei - 80°C gelagert, bis sie Verwendung finden.
Neue Aliquots werden nach Vermehrung in Kultur hergestellt. Dazu wird ein Aliquot auf Eis
aufgetaut und mit 50 ml Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) versetzt. Ein großvolumiger
Erlenmeyerkolben gewährleistet optimale Sauerstoffversorgung, während der Ansatz über
Nacht bei 37°C geschüttelt wird. Eine 1:100-Verdünnung der Übernachtkultur wird für
weitere 2 bis 3 h bei 37°C inkubiert. Eine optische Dichte von 0,3 bis 0,4 - gemessen bei
600 nm in einem Spektralphotometer (PhotoLab S12 Photometer, Wissenschaftlich-
Technische-Werkstätten GmbH & Co. KG, Weilheim, Deutschland) - zeigt die exponentielle
Wachstumsphase der Bakterienkultur an. In dieser Phase können die E. coli  mit TSS-Medium
kompetent gemacht werden. Dazu werden je 1 ml Bakteriensuspension bei 3000 rpm für
5 min zentrifugiert. Das Bakterienpellet wird nach Dekantieren des Überstandes auf Eis
abgekühlt, in je 100 µl vorgekühltem TSS-Medium resuspendiert und sofort in flüssigem
Stickstoff schockgefroren.
3.2.10 Klonierung
Durch Klonierung kann ein PCR-Produkt in stabiler Form, d.h. integriert in ein Plasmid, in
zur Sequenzierung ausreichender Menge gewonnen werden. Dazu wird die DNA (Insert) in
ein Plasmid (Vektor) eingebaut (Ligation) und in eine Wirtszelle eingeschleust
(Transformation). Das rekombinante Plasmid mit dem PCR-Produkt-Insert wird in der
Wirtszelle als extrachromosomale DNA unabhängig von der chromosomalen DNA
redupliziert.
In dieser Arbeit wird das „PCR-ScriptTM Amp Cloning Kit“ (Stratagene) mit dem Plasmid
pPCR-Script Amp SK (+) verwendet. Als Wirtszelle dient das Bakterium Escherichia coli
vom Stamm XL 10-Gold Kan (Stratagene).
3.2.10.1 Nährböden
Zur Kultur der Bakterien werden ampicillinhaltige LB-Agar-Nährböden verwendet.
LB-Medium wird mit 15 g Agar/ l versetzt und aufgekocht. Nach Abkühlen auf ca. 60°C wird
je 1 µl/ ml Ampicillin zugegeben und das Medium steril ausgegossen (ca. 25 ml pro
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Petrischale von 10 cm Durchmesser). Nach ca. 10 min sind die Nährböden fest geworden und
können bis zur weiteren Verwendung bei 4-8°C aufbewahrt werden.
3.2.10.2 Aufreinigung des PCR-Produktes
Das PCR-Produkt muss vor Klonierung z.B. durch Gelextraktion oder mit Hilfe des
StrataPrep PCR Purification Kit (Stratagene) von Primern und Enzymen gereinigt werden.
Bei letzterer Methode werden DNA bindende Lösung und PCR-Produkt zu gleichen Teilen
auf die Silikagelmembran einer Aufreinigungssäule aufgetragen. Während einer
Zentrifugation von 30 s bei 14000 rpm bindet das PCR-Produkt an die Säulenmatrix.
Pufferreste werden mit 750 µl ethanolhaltigem PCR-Waschpuffer entfernt, der Waschpuffer
vollständig entfernt und die DNA nach 5 min Inkubation mit 50 µl autoklaviertem Wasser bei
RT eluiert. Die einzelnen Schritte werden durch Zugabe des erforderlichen Reagenz und eine
anschließende Zentrifugation für 30 s bei 14000 rpm durchgeführt.
3.2.10.3 Ligation
Die Verwendung des 2961 bp großen Plasmid PCR-Script Amp SK (+) ermöglicht den
Einbau von DNA mit glatten Enden (sog. blunt ends), wie sie durch die Turbo-Pfu-
Polymerase synthetisiert wird. Der Ligationsansatz (Tab. 3.9) wird für 1 h bei RT inkubiert.
Dabei schneidet die Restriktionsendonuklease SrfI das Plasmid und bewirkt seine
Linearisierung. Danach wird durch die T4-DNA-Ligase das DNA-Insert eingebaut und der
Doppelhelixring wieder geschlossen. Hitzeinaktivierung der Enzyme für 10 min bei 65°C
beendet die Reaktion.
1 µl pPCR-Script Amp SK (+) Klonierungsvektor (10 ng/ µl)
1 µl PCR-Script 10x Reaktionspuffer
0,5 µl rATP-Lösung (10 mM)
5,5 µl PCR-Produkt
1 µl SrfI-Restriktionsendonuklease (5 U/µl)
1 µl T4-DNA-Ligase (4 U/µl)
Tab. 3.9: Ligationsansatz zur Aufnahme eines cDNA-Inserts in das Plasmid
PCR-Script Amp SK (+)
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3.2.10.4 Transformation der Wirtszellen
(modifiziert nach SAMBROOK et al., 2001)
100 µl kompetenter E. coli-XL1-Gold werden mit 10 µl (≤ 5 ng DNA) Ligationsansatz
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Eine schockartige Temperaturerhöhung für 45 s auf
42°C ermöglicht den Bakterien die Plasmidaufnahme. Nach kurzem Abkühlen auf Eis werden
400 µl LB-Medium zugesetzt und der Ansatz für 1 h bei 37°C und 300 rpm geschüttelt. Dabei
stabilisiert sich die Bakterienmembran wieder und die mit dem Plasmid eingeschleuste
Antibiotikaresistenz – in diesem Fall Ampicillinresistenz – kann sich ausprägen (Expression
des Resistenzgens). Es werden 25 µl 0,2 M IPTG (Isopropylthiogalaktosid) und 25 µl
10%iges X-Gal, ein Laktoseanalogon, gelöst in N,N-Dimethylformamid (DMF), für die
nachfolgende Blau-Weiß-Selektion zugegeben. Die Bakterien werden im Dreifachansatz auf
die Nährböden ausgestrichen und über Nacht bei 37°C im Brutschrank (Typ B12, Heraeus)
inkubiert. Dort wachsen nur solche Bakterien, die ein Plasmid und damit das
Ampicillinresistenzgen aufgenommen haben.
3.2.10.5 Blau-Weiß-Selektion Plasmid-Insert positiver Bakterien und Mini-Kultur
Im Bereich der SrfI-Restriktionsendonuklease-Schnittstelle des PCR-Script Plasmids befindet
sich das Gen LacZ, welches einen Teil der β-Galaktosidase codiert. Diese befähigt das
Bakterium, Laktose zu Glucose und Galaktose abzubauen. Ist kein Insert eingebaut, so bleibt
das LacZ-Gen erhalten. Die β-Galaktosidase wird durch IPTG induziert und baut X-Gal zu
einem blauen Farbstoff ab. Die Kolonie erscheint blau. Der Einbau eines Inserts in das
Plasmid unterbricht das LacZ-Gen im Bereich der SrfI-Schnittstelle. β-Galaktosidase kann
nicht mehr synthetisiert und damit die X-Gal nicht mehr umgesetzt werden. Die Kolonien
dieser Insert positiven Bakterien erscheinen weiß. Weiße Kolonien werden markiert und eine
Auswahl von bis zu zehn Kolonien in je 4 ml ampicillinhaltiges (1 µg/ ml) LB-Medium
überimpft. Diese Mini-Kultur wird über Nacht bei 37°C geschüttelt und anschließend bei 8°C
gelagert.
3.2.10.6 Vermehrung in Maxi-Kultur
Nach Isolierung der Plasmid-DNA durch DNA-Mini-Präparation (s. 3.2.11.1) werden mittels
Restriktionsanalyse (s. 3.2.12) und nachfolgender Agarose-Gelelektrophorese solche Klone
nachgewiesen, die das gesuchte PCR-Produkt erfolgreich eingebaut haben. Sie werden in
einer Maxi-Kultur weiter vermehrt. Dazu werden 100 ml LB-Medium mit 100 µl Ampicillin
und 50 µl Bakteriensuspension der positiven Mini-Kultur versetzt und über Nacht bei 37°C
geschüttelt. Durch Ampicillinzusatz überleben nur transformierte Zellen.
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3.2.11 DNA-Präparation (Mini- und Maxi-Präparation)
Nach dem Prinzip der alkalischen Lyse wird die Plasmid-DNA nach Vermehrung in Mini-
bzw. Maxi-Kultur isoliert. Anschließend wird sie mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) bzw. dem Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen) aufgereinigt. Das Verfahren isoliert
laut Herstellerangaben bis zu 20 µg Plasmid-DNA aus einer Mini- bzw. 500 µg aus einer
Maxi-Übernachtkultur.
3.2.11.1 Mini-Präparation
Je 1,5 ml der Mini-Kultur-Bakteriensuspension werden für 5 min bei 10000 rpm zentrifugiert
und das Nährmedium im Überstand verworfen. Bei RT wird das Pellet mit 250 µl P1-Puffer
resuspendiert. 250 µl P2-Puffer lysieren die Bakterienzellwand und denaturieren die DNA
sowie andere Zellbestandteile. 350 µl N3-Puffer bewirken durch Neutralisation die
Präzipitation. 10-minütiges Zentrifugieren bei 13000 rpm trennt die Bakterienzellbestandteile
von der im Überstand verbleibenden Plasmid-DNA. Letztere wird durch Bindung an eine
Silikageltrennsäule (QIAprep spin column) und Waschen der Säule mit 0,75 ml PE-Puffer
während je 30 bis 60 s Zentrifugation bei 14000 rpm aufgereinigt. Mit 40 µl autoklaviertem
Wasser wird nach Inkubation von 1 min die DNA durch 1-minütiges Zentrifugieren bei
14000 rpm eluiert.
3.2.11.2 Maxi-Präparation
Der wesentliche Unterschied zur Mini-Präparation ist neben der größeren DNA-Ausbeute der
in größerem Maße anfallende Zelldetritus. Damit erhöhen sich die Anforderungen für eine
saubere Trennung.
Die Übernachtkultur wird für 10 min bei 6000 rpm (Megafuge 1.0R, Heraeus Sepatech
GmbH, Osterode, Deutschland) zentrifugiert und das Bakterienpellet in 10 ml P1-Puffer
gelöst. Nach Zugabe von 10 ml lysierendem  P2-Puffer wird die visköse Lösung für 5 min bei
RT inkubiert. 10 ml eisgekühlter P3-Puffer lassen denaturierte Zellbestandteile ausfallen.
Dazu wird der Ansatz sofort in eine Filterspritze (QIAfilter Maxi) übertragen. Während 10-
minütiger Inkubation bei RT steigt der Zelldetritus auf. Er wird durch die Filterspritze
abgetrennt und das Filtrat auf die zuvor mit 10 ml QBT-Puffer äquilibrierte Silikagelsäule
(QIAtip 500) gegeben. Letztere wird mittels Schwerkraft durchlaufen, wobei die Plasmid-
DNA an die Silikagelmembran bindet. Nach zweimaligem Waschen mit je 30 ml QC-Puffer
wird die Plasmid-DNA mit 15 ml QF-Puffer eluiert.
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Im Folgenden wird die isolierte Plasmid-DNA durch Alkoholfällung konzentriert. Dazu wird
das Eluat mit 10,5 ml Isopropanol für 90 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert
(Universal 30 RF, Hettich, Kirchlengern, Deutschland). Um Pufferreste zu entfernen wird das
Pellet in 5 ml 70%igem Ethanol gelöst und in 1,5-ml-Portionen für 30 min bei 14000 rpm und
RT zentrifugiert. Nach Entfernung des Ethanols und Steriltrockung wird das Plasmidpellet in
insgesamt 200 µl autoklaviertem Wasser aufgenommen.
3.2.12 Restriktionsanalyse
(modifiziert nach SAMBROOK et al., 2001)
Restriktionsendonukleasen spalten einen DNA-Strang an für das jeweilige Enzym
charakteristischen Sequenzmotiven, indem sie die Phosphorsäurediesterbindung der
Nukleinsäure hydrolysieren. Geeignete Restriktionsschnittstellen werden ausgewählt und der
für die entsprechende Enzymkombination optimale Puffer bestimmt.
6 µl DNA und 4 µl Verdauungsmix (Tab. 3.10) werden für 90 min bei 37°C inkubiert. Ein
Absenken der Temperatur auf 0°C stoppt die Reaktion. Nach Zusatz von
2 µl 6x Auftragspuffer wird eine Agarose-Gelelektrophorese durchgeführt und das Ergebnis
fotografiert. Anhand der zu erwartenden Fragmentgröße wird die DNA identifiziert.
10 µl 10x-Puffer
2 µl Endonuklease I
2 µl Endonuklease II (bzw. Endonuklease I)
26 µl autoklaviertes Wasser
Tab. 3.10: Zusammensetzung von 40 µl Verdauungsmix für Restriktionsanalyse
3.2.13 Durchsuchen einer genomischen Callithrix jacchus-Cosmid-Bibliothek mit einer
radioaktiv markierten Sonde
Vom RZPD (Berlin, Deutschland) wurde eine 5 Filter (Call cos 131.2.104; 131.3.101;
131.1.137; 131.1.107; 131.2.134) umfassende, genomische Callithrix jacchus–Cosmid-
Bibliothek hergestellt. Dazu wurde das Genom von Callithrix jacchus durch Restriktions-
endonukleasen in Bruchstücke zerlegt, in Cosmide (Vektor Lawrist 7) eingebaut und in
Escherichia coli kloniert. Die Cosmidklone sind in einem codierten Muster auf die Filter
aufgetragen. Um ein bestimmtes Cosmid zu identifizieren, werden die Filter mit
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genspezifischen Sonden hybridisiert. Die das Cosmid enthaltenden Bakterienkulturen können
einzeln vom RZPD bezogen werden.
In dieser Arbeit werden die Filter mit einer radioaktiv markierten, Aromatase spezifischen
antisense-DNA-Sonde durchsucht.
3.2.13.1 Herstellen einer DNA-Sonde und radioaktive Markierung
Im Rahmen der Sequenzanalyse ist bereits ein 1000 bp großes Aromatase-cDNA-Teilstück in
das Plasmid PCR-ScriptTM einligiert worden. Durch Wiederholung einer PCR mit diesem
Plasmid als Template und Turbo-Pfu-Polymerase, kann die Aromatase-cDNA selektiv
amplifiziert werden. Analog zur Sequenzanalyse werden die Primer hARO4-for und
hARO4-rev bei einer Annealingtemperatur von 58°C  und einer Elongationsdauer von 90 s
eingesetzt. Die so amplifizierte Sonde wird in einer Gelextraktion aufgereinigt und ihre
Konzentration in einer Agarose-Gelelektrophorese abgeschätzt.
Die radioaktive Markierung erfolgt mit dem Megaprime DNA Labelling system (Amersham).
In einer Amplifizierungsreaktion wird in α-Position mit radioaktivem Phosphor-32 markiertes
dCTP (Amersham) eingebaut. Es werden 25 ng der Sonde cjARO4 als Template und 5 µl der
unspezifischen Primer des Labelling-Kit eingesetzt. Das mit Wasser auf 50 µl aufgefüllte
Gesamtvolumen wird für 5 min bei 95°C inkubiert. Dabei zerfällt die Sonde in ihre
Einzelstränge. Die Denaturierung bleibt nach sofortiger Abkühlung auf 0°C zur kurzzeitigen
Lagerung erhalten. Bindung der Primer und Elongation erfolgen nach Hinzufügen der in Tab.
3.11 aufgeführten Reagenzien während 15-minütiger Inkubation bei 37°C. Nach Zusatz von
100 µl NaOH (1 M) und Inkubation für 10 min bei 100°C wird die Reaktion gestoppt und der





2 µl Enzymlösung (1 Unit/ µl DNA-Polymerase 1 Klenow Fragment)
5 µl radioaktives dCTP [α-32P]
Tab. 3.11: Zur Elongationsreaktion hinzuzufügende Reagenzien
Im Anschluss wird die nun markierte Sonde mit der Gelsäule „SephadexTM-50 spin column“
(Pharmacia, Wien, Österreich) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Als großes Molekül wird
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sie im Gegensatz zu Enzymen, Primern und Restnukleotiden mit Restradioaktivität
zurückgehalten. Nach Eluierung kann die erfolgreiche radioaktive Markierung durch
Radioaktivitätsmessung überprüft werden.
3.2.13.2 Hybridisierung der Cosmid-Filter
Die trocken gelagerten Filter werden für ca. 5 min in Leitungswasser angefeuchtet. Durch
Prähybridisierung für ca. 3 h im Hybridisierungsofen (HYBAID Mini 10, MWG-Biotech) bei
65°C werden sie in der Hybridisierungslösung äquilibriert. Über Nacht werden sie bei 65°C
mit der radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Salmon-sperm-DNA im Hybridisierungsmix
dient dabei der Absättigung unspezifischer Bindungsstellen.
Da mit sinkendem Salzgehalt die Bindungskapazität der DNA abnimmt, bewirkt Waschen mit
Lösungen abnehmender Salzkonzentration die Ablösung unspezifisch gebundener DNA. Bei
nachfolgender Entwicklung reduziert sich dadurch die Hintergrundschwärzung. Es wird
folgendes Waschprotokoll bei 65°C eingesetzt: 3 h    2x SSC / 1% SDS,
30 min 0,2x SSC / 1% SDS und
30 min 0,1x SSC / 1% SDS.
Abschließend wird bei RT in 2x SSC gespült, um weniger stringente Bedingungen für
nachfolgende Reaktionen zu schaffen.
3.2.13.3 Entwicklung und Auswertung
Die Entwicklung erfolgt nach dem Prinzip des Röntgenfilms. Die vom Phosphor-32
ausgesandte Strahlung reduziert das Silberbromid des Filmes (Biomax MS, Eastman Kodak
Co., Rochester, USA) zu Silber, das nach Fixierung schwarz erscheint. In der Dunkelkammer
werden die nur mäßig feuchten, in Frischhaltefolie eingeschlagenen Filter in ihrer Position in
der Filmkassette fixiert. Eine Verstärkerfolie sorgt bei -80°C für maximale Ausnutzung der
Strahlung zur Schwärzung des Filmes. Die Exposition erfolgt über Nacht, wonach der Film
im Röntgenfilmentwickler entwickelt und fixiert wird. Nach Beurteilung der
Hintergrundfärbung kann die Expositionsdauer zur Entwicklung eines weiteren Filmes
optimiert werden.
Die als Doppelsignal erscheinenden positiven Signale werden nach dem Code des RZPD
ausgewertet und so der positive Klon bestimmt.
Damit die Filter wiederholt verwendet werden können, wird die Sonde durch Spülen mit
kochender, 1%iger SDS und autoklaviertem Wasser abgelöst.
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3.2.14 Analyse von RZPD-Klonen
3.2.14.1 Vermehrung und Überprüfung der RZPD-Klone
Die beim Durchsuchen der Callithrix jacchus-Cosmid-Bibliothek als positiv erschienenen
Klone werden beim RZPD geordert. Das Cosmid, Vektor Lawrist 7, ist dort in
E. coli DH5 alpha als Wirtszellen enthalten. Diese werden zur Vermehrung des
Untersuchungsmaterials steril auf LB-Kanamycin-Agar ausgestrichen und in Übernachtkultur
bei 37°C angezüchtet. Das Kanamycinresistenzgen des Vector Lawrist 7 stellt sicher, dass nur
die das Cosmid enthaltenden Klone auf dem 50 mg/ ml Kanamycin enthaltenden Medium
wachsen. Drei Kolonien werden in je 4 ml 2xTY-Medium mit 50 mg/ ml Kanamycin
überführt und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Die so vermehrte Klon-DNA wird mit Hilfe
des QIAprep Spin Miniprep Kits isoliert. Cosmide können als Hybrid-Plasmide besonders
große DNA-Fragmente aufnehmen, sind aufgrund ihrer Größe jedoch nur in geringer Anzahl
in der Bakterienzelle vorhanden. Daher muss das Mini-Präparations-Protokoll (s. Punkt
3.2.11.1) abgewandelt werden. Vor dem Waschen mit PE-Puffer wird zusätzlich mit
0,5 ml PB-Puffer gespült und bei 14000 rpm für 30 bis 60 s zentrifugiert. Die Elution erfolgt
mit je 40 µl autoklaviertem Wasser. Dabei bewirken Anwärmen der Elutionslösung auf 70°C
und kurze Vorinkubation eine höhere Elutionsrate.
Die beim Durchsuchen der Cosmid-Bibliothek positiv erschienenen Klone werden mit
spezies- und genspezifischen Primern in einer PCR und anschließender Agarose-
Gelelektrophorese auf das gesuchte Gen hin untersucht. Beurteilungsgrundlage ist der
Größenvergleich von PCR-Ergebnis und bereits bekannten PCR-Produkten. Bei
Übereinstimmung wird die Identität des Gens zusätzlich durch Sequenzierung (Sequiserve)
des PCR-Produktes und Sequenzvergleich abgesichert.
3.2.14.2 Genstrukturanalyse
Zur Genstrukturanalyse werden speziesspezifische Primerpaare entworfen und synthetisiert
(MWG-Biotech AG), welche jeweils in benachbarten Exonbereichen binden und ein Intron
überspannen. Sie werden zur RT-PCR mit je 1µl Cosmid-DNA eingesetzt. Anhand der
humanen Genstruktur wird die zu erwartende PCR-Produkt-Größe abgeschätzt. Diese
bestimmt die Elongationsdauer und das verwendete Enzym, bei PCR-Produkten, die größer
als 2000 bp sind, Elongase anstatt Turbo-Pfu-Polymerase. Nach Gelelektrophorese im
0,7%igen Agarose-Gel kann die Größe der jeweils ein Intron umfassenden DNA-Stücke
anhand des DNA-Längenstandards abgeschätzt werden bzw. bei negativem Ergebnis der unter




Da die Aromatase in der Membran des endoplasmatischen Retikulums verankert ist, wird zur
Untersuchung ihrer Gewebeverteilung die Mikrosomenfraktion genutzt. Dazu werden
Gewebeproben zwischen 100 mg und 300 mg Gewicht grob zerkleinert und in 2 ml PBS-
Puffer (phosphate buffered saline, PBS Instamed, Biochrom KG) gegeben. Feinzerkleinerung
erfolgt mittels eines Homogenisators (Homogenizer Standard Unit, IKA Werke GmbH,
Staufen, Deutschland) bei 20500 rpm. Um Proteindenaturierung bzw. -abbau durch
Reibungswärme oder Gewebeproteasen zu vermeiden, wird jeweils nur für 3 s homogenisiert
und zwischenzeitlich mit Eis gekühlt. Zunächst werden grobe Gewebefragmente durch
Zentrifugieren von zweimal 1 ml Homogenat bei 15 min und 4°C mit 1400 rpm, entsprechend
600 g, entfernt. Der Überstand wird dekantiert und die 600 g Pellets in je 0,5 ml PBS-Puffer
resuspendiert. Die Mikrosomenfraktion wird durch Zentrifugieren von zweimal 750 µl des
Überstandes für 90 min bei 4°C und 21000 rpm, entsprechend 40000 g, in einer
Ultrazentrifuge (Sorvall Discovery 90, Rotor TJT-Sorvall 90, Kendo Laboratory Products
GmbH, Langenselbold, Deutschland) gewonnen. Der Überstand wird wiederum abgenommen
und das mikrosomale 40000 g Pellet in 1 ml PBS-Puffer resuspendiert. Sämtliche Fraktionen
werden bei –20°C gelagert und bei Bedarf Protein schonend zügig bei 37°C im Wasserbad
aufgetaut.
3.2.16 Proteingehaltbestimmung
Der Proteingehalt der Gewebepräparation wird gemessen, um später definierte Proteinmengen
von verschiedenen Geweben in der SDS-PAGE einsetzen zu können. Dazu wird das BCA
Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) eingesetzt. Zunächst wird aus
BSA-Standardstammlösung (2000 µg/ ml) eine Verdünnungsreihe für die Standardkurve
erstellt (s. Anhang 2). In einer 96-Well-Mikrotiterplatte werden im Doppelansatz je
25 µl Proteinprobe bzw. Standard mit 200 µl Reaktionsreagenz versetzt. Das
Reaktionsreagenz setzt sich zusammen aus 22 ml Lösung A (Natriumcarbonat, -bikarbonat,
-tartrat und Bicinchoninsäure in 0,1 M NaOH) und 440 µl Lösung B (4% CuSO4). Nach
30 s Schütteln wird die Platte für 30 min bei 37°C im Dunklen inkubiert. Dabei bilden sich im
alkalischen Milieu nach der Biuretreaktion farbige Komplexsalze zwischen Protein-Stickstoff
(Tyrosin) und Kupfer des Reaktionsreagenz (Lösung B). Je höher die Proteinkonzentration ist,
desto höher ist auch der hervorgerufene Farbumschlag. Er wird nach 10-minütiger Abkühlung
auf RT als optische Dichte bei 550 nm (Referenzfilter 630 nm) im Photometer (MRX,
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DYNEX Technologies, Ashford, UK) gemessen. Bei festgelegtem Probenauftragsmuster
errechnet das Messprogramm Protein-PB.par nach Vergleich der Extinktionen von
Standardkurve und Doppelproben die Proteinkonzentration.
3.2.17 Western Blot
(nach Angaben der Firma Hoefer: http://amershambiosciences.com)
Beim Western Blot (Immunoblot) werden Proteingemische in einer Gelelektrophorese
zunächst der Größe nach aufgetrennt und anschließend durch Semidry-Blotting auf eine
Membran übertragen. Dadurch wird das Protein fixiert und für eine Antikörperbindung
zugänglich, was eine spezifische Charakterisierung anhand des Molekulargewichts der
entsprechenden Bande erlaubt.
3.2.17.1 Gießen und Vorbereiten eines SDS-PA-Gels
Mit Hilfe des Mighty-Small SE 245 Dual Gel Caster (Hoefer Scientific Instruments,
San Francisco, USA) wird ein SDS-PA-Gel (Natriumdodecylsulfat–Polyacrylamid-Gel)
hergestellt. Dazu wird zunächst das Trenngel (s. Anhang 3) gegossen. Um einen horizontalen
Gelübergang zu erhalten, wird das Trenngel mit 50%igem, Eosin gefärbtem Ethanol
überschichtet. Dieser setzt die Oberflächenspannung am oberen Rand des Gels herab und
schützt gleichzeitig vor Austrocknung während der 30 minütigen Polymerisierung. Nach
Entfernen des Ethanols wird das Sammelgel (s. Anhang 3) gegossen, das ebenfalls für 30 min
polymerisiert. Dabei spart ein 10er-Taschenkamm die Probentaschen aus. Stabilisiert durch
die Gießplatten wird das fertige Gel in die Elektrophoresekammer (Mighty Small II
SE 250/ 260, Hoefer Scientific Instruments) eingespannt, 250 ml 1x Laufpuffer eingefüllt und
die Geltaschen von Sammelgelresten befreit.
3.2.17.2 Probenvorbereitung und Gelelektrophorese
5 µl Größenstandard (prestained SDS molecular weight marker, Sigma) bzw. 6 µl Probe,
zusammengesetzt aus 3 µl 2x Probenpuffer und 10 µg 40000 g Gewebepellet resuspendiert in
PBS-Puffer werden für 5 min bei 95°C denaturiert (Thermostat 5320, Eppendorf) und in die
mit Laufpuffer vorgespülten Geltaschen aufgetragen.
Entsprechend dem Vernetzungsgrad des SDS-PA-Gels, der von der Acrylamidkonzentration
abhängt, wird das Proteingemisch im Sammelgel (4% Acrylamid) konzentriert und im
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Trenngel (10% Acrylamid) der Größe nach aufgetrennt. Dazu wird eine 1- bis 2-stündige
Gelelektrophorese bei 180 V und 40 mA (Spannungsgerät E 802, Consort) durchgeführt.
3.2.17.3 Übertragung des Proteins durch Semidry-Blotting
Nachdem alle Komponenten in Blotpuffer äquilibriert und an die Trenngelgröße angepasst
sind, wird das Sammelgel entfernt und der Blot zügig und luftblasenfrei in folgender
Reihenfolge zusammengesetzt:




Im Semidry-Blotter (Hoefer Scientific Instruments) erfolgt die Übertragung und Fixierung des
aufgetrennten Proteins auf die Nitrozellulosemembran durch 90-minütige
spannungsbeschleunigte Diffusion. Die angelegte Spannung beträgt 180 V, die Stromstärke
70 mA pro Blotmembranfläche (1,5 mA/ cm2).
3.2.17.4 Nachweis von Protein mittels spezifischer Antikörper-Immunreaktion
Das interessierende Protein wird auf der Nitrozellulosemembran durch spezifische
Antikörper-Immunreaktion nachgewiesen. Vor und nach Inkubationen wird die Membran
jeweils dreimal 15 min in PBST-Lösung (PBS-Lösung mit 0,01% Tween) geschüttelt
(Vibrax-VXR, IKA-Werke). Dieser Waschschritt entfernt Gel-, Puffer- bzw. Antikörperreste.
Während der Inkubation über Nacht bei 4°C bindet der spezifische
Kaninchen-Anti-Aromatase-Antikörper an das gesuchte Protein. Als spezifische
Negativkontrolle werden 20 µl einer 1:10-Antikörpervorverdünnung mit 50 µg spezifischem
Immunisierungspeptid für 1 h bei RT vorinkubiert. Die Antikörperbindungsstellen sind
besetzt und können nicht mehr an das geblottete Protein binden. Mit sekundärem Anti-
Kaninchen-Antikörper, der am Fc-Teil des Primärantikörpers bindet, wird in einer
Verdünnung von 1:10000 für 2 h bei RT inkubiert. Nach 5-minütigem Äquilibrieren in
DIG 2-Puffer wird der Blot entwickelt, d.h. gefärbt. Dabei setzt die mit dem sekundären
Antikörper konjugierte Alkalische Phosphatase das BCIP der NBT/ BCIP-Färbelösung




Durch eine immunhistologische Färbung werden spezifische Antigene im histologischen
Schnittbild lokalisiert. In dieser Arbeit werden 5 µm dünne Formalin fixierte, in Paraffin
eingebettete Gewebeschnitte unter Verwendung des DAKO Chem MateTM EnVisionTM
Detection Kit (Peroxidase/ DAB; Rabbit/ Mouse) (DAKO) Aromatase-spezifisch gefärbt.
3.2.18.1 Vorbehandlung
Um das Gewebeantigen für Antikörper zugänglich zu machen, werden die Schnitte
entparaffiniert. Dazu wird das Paraffin für mindestens 1 h im Brutschrank (Typ B5028,
Heraeus) auf 37°C erwärmt und dann in absteigender Xylol-Alkoholreihe herausgelöst
(zweimal 15 min Xylol, zweimal 5 min 100% Ethanol, je 3 min 90%, 80%, 70% und
50% Ethanol). Spülen für 5 min in Wasser entfernt den restlichen Alkohol. Nach
Äquilibrierung für zweimal 5 min in PBS-Puffer werden die histologischen Schnitte in einer
feuchten Kammer mit 3%igem Wasserstoffperoxyd (H2O2) bedeckt. Während 20-minütiger
Inkubation bindet das H2O2 an die endogene Peroxidase. Letztere wird dadurch der
nachfolgenden Reaktionsreihe entzogen und falsch positive Signale werden vermindert. Nach
zweimaligem Waschen für 5 min mit PBS-Puffer werden unspezifische
Proteinbindungsstellen abgesättigt. Das hierzu für 30 min in einer 1:100-Verdünnung
verwendete Serum stammt von nicht immunisierten Tieren der gleichen Spezies, aus der auch
die Primärantikörper gewonnen wurden.
3.2.18.2 Immunreaktion
Mit dem spezifischen Aromatase-Antikörper, der das unspezifische Serum von den
spezifischen Bindungsstellen verdrängt, wird in den erforderlichen Verdünnungen bei 4°C
über Nacht inkubiert. Die restlichen freien Antikörpermoleküle werden durch wiederholtes
Waschen mit PBS-Puffer (s. Punkt 3.2.18.1) entfernt. Es folgen eine 30-bis 40-minütige
Inkubation mit dem sekundären Antikörper (DAKO rabbit/ mouse HRP, gebrauchsfertig),
welcher an Meerrettichperoxidase gekoppelt ist, und ein letzter Waschvorgang.
3.2.18.3 Farbreaktion
Mit 1-2 Tropfen des Meerrettichperoxidase-Substrats Diaminobenzidin (DAB) (DAKO
EnVision Kit) wird für bis zu 5 min oder mit 1-2 Tropfen AEC (DAKO) für bis zu 10 min
gefärbt. Die Reaktion wird durch 5-minütiges Spülen in Leitungswasser gestoppt. Bei einer
Gegenfärbung werden die histologischen Schnitte einzeln für 1 s in Hämalaun nach Mayer
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getaucht und kurz in Wasser gespült. Der überschüssige Farbstoff wird während 10 min unter
fließendem Leitungswasser entfernt und der Schnitt anschließend wieder kurz in Wasser
gespült.
3.2.18.4 Konservierung und Dokumentation
Nach Entwässerung mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (je 3 min in 70% und
90% Ethanol, zweimal je 5 min in 100% Ethanol, zweimal je 5 min in Xylol) werden die mit
DAB gefärbten histologischen Schnitte mit einem Tropfen „DPX Mountant for histology“
(Fluka) und einem Deckgläschen (Roth) abgedeckt. Nach mindestens 1 h Trocknung werden
die Ränder mit Eindeckmedium abgedichtet. Aufbewahrung im Dunklen vermeidet ein
Ausbleichen.
Zur Dokumentation werden Mikroskopvergrößerungen (Zeiss Axiophot, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) bei 2,5-, 10-, 20- bzw. 40-facher Objektivvergrößerung mit einer fest montierten
Kamera (3CCD Camera MIT, DAGE-MIT Inc., Michigan City, USA) fotografiert.
Bildaufnahme und -speicherung erfolgt im tif-Format mit dem Computerprogramm
Openlab 3.0TM (Improvision, Coventry, UK).
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4 Ergebnisse
Den Ausgangspunkt dieser Arbeit bildet eine ca. 300 bp lange, dem Sequenzfragment
cjARO2 entsprechende Callithrix jacchus-spezifische RNA-Sonde. Diese ist bisher in der
Arbeitsgruppe von Prof. A. Einspanier zur Untersuchung von Plazenta-, Uterus- und
Gelbkörpergewebe verschiedener Zyklus- und Graviditätsstadien eingesetzt worden. Mit der
RNA-Sonde wird die Aromatase-RNA-Expression in weiteren Geweben analysiert und die
cDNA-Sequenz der Aromatase dieser Spezies aufgeklärt.
4.1 Molekularbiologische Untersuchungen
4.1.1 Untersuchung der Genexpression von Aromatase in verschiedenen Geweben
Zur Untersuchung der gewebsspezifischen mRNA-Expression von Aromatase wird
Gesamt-RNA aus verschiedenen Callithrix jacchus-Geweben isoliert. Ihre Qualität wird
anhand einer Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert. Im Northern Blot werden jeweils 5 µg
RNA eingesetzt und mit der zur humanen Aromatase-Sequenz (Basenpaare 304-580)
weitestgehend homologen, für den Weißbüschelaffen spezifischen RNA-Sonde hybridisiert
(Abb. 4.1).
Abb. 4.1: Northern Blot verschiedener Weißbüschelaffengewebe mit Aromatase-
spezifischer RNA-Sonde bzw. β-Aktin-Sonde
Positive Signale erscheinen in einer Transkriptgröße von 1,9 kb, 2,9 kb und 3,4 kb.
Abweichende β-Aktin-Expression in den einzelnen Geweben lässt auf unterschiedlichen
Gesamt-RNA-Gehalt der Proben schließen. Die Computer unterstützte densitometrische
Analyse des Blots mit der β-Aktin-Expression als Bezugsgröße gleicht dies aus und
ermöglicht die Beurteilung der Gewebeexpression (Abb. 4.2). Hohe Expression von
Aromatase findet sich in Plazenta- und Hodengewebe, mittlere Expression in der Leber und

















































Abb. 4.2: Densitometrische Auswertung des Northern Blot aus Abb. 4.1
4.1.2 Isolierung und Klonierung der Aromatase-cDNA
Ausgehend von plazentärem Gewebe soll zunächst die komplette codierende Aromatase-
cDNA isoliert werden. Dazu werden zunächst von der bekannten humanen Aromatase-cDNA-
Sequenz (SIMPSON et al. 1987) Primer-Sequenzen abgeleitet und synthetisiert. Sie werden
so gewählt, dass bei erfolgreicher Amplifizierungsreaktion aller Teilstücke der codierende
Bereich lückenlos abgedeckt ist (s. Abb. 4.3). Des Weiteren sollen möglichst große Teilstücke
generiert werden, um in weiten Bereichen der cDNA eine kontinuierliche Sequenzierung zu
ermöglichen. Die Primer werden sowohl für die RT-PCR als auch die RACE-PCR eingesetzt,
welche parallel durchgeführt werden. Die schnellere Methode wird bis zum Ziel, der
Isolierung der kompletten codierenden Aromatase-cDNA, verfolgt. Nach ihrer Isolierung soll
die cDNA kloniert werden, damit eine für die Sequenzierung ausreichende Menge gewonnen
werden kann.
4.1.2.1 Versuch der Aromatase-cDNA-Amplifizierung mittels 3´-/ 5´-RACE-PCR
Bei Verwendung der zur Verfügung stehenden Primer sind bei 3´-RACE-PCR mit zum
5´-Ende des codierenden cDNA-Abschnitts liegenden Primer besonders große PCR-Produkte
zu erwarten (s. Abb. 4.3).
Primer hARO2for liefert nach 3´-RACE-PCR bei einer Annealingtemperatur von 55°C und
Elongationsdauer von 3,5 min PCR-Produkte mit einer Größe von 2300 bp und 1400 bp.






























































Berücksichtigung der verschiedenen im Northern Blot nachgewiesenen mRNA-Transkripte.
Die 2300 bp Bande kann unter stringenteren Bedingungen (Annealingtemperatur 60°C,
Elongationsdauer 3,5 min) und bei Einsatz verschiedener Verdünnungen des
Ausgangsamplifikates (0,5 µl PCR-Produkt bzw. je 0,5 µl einer 1:10 und 1:100 Verdünnung)
reamplifiziert werden. Eine direkte Sequenzierung des Reamplifikats erscheint aufgrund von
Verunreinigungen, mangelnder Spezifität der Sequenzierungsprimer oder auch der großen
Länge des Fragments nach Aussage der Auftragsfirma Sequiserve nicht möglich. Das 2300-
bp-Fragment wird durch eine Gelextraktion aufgereinigt. Um eine für die Sequenzierung
ausreichende Menge zu erhalten, wird es in ein Plasmid einligiert und kloniert, doch auch
dieser Versuch führt zu keinem Ergebnis. Die zur Verfügung stehende Menge aufgereinigter
cDNA reicht weder zur Identifizierung des isolierten PCR-Produktes, z.B. durch
Restriktionsenzymanalyse, noch zur Sequenzbestimmung.
Auch die 3´-RACE-PCR mit den Primern hARO5for und hARO4for bei 52°C bzw. 58°C
Annealingtemperatur und 2,5 min bzw. 3 min Elongationszeit liefert cDNA-Teilstücke in
analog zu den drei mRNA-Transkripten erwarteter Größe. Da jedoch auch unspezifische
Banden auftreten und weil die vorherigen Klonierungsversuche gescheitert sind, wird von
einem weiteren Versuch der Isolierung und Klonierung der cDNA-Teilstücke abgesehen.
Gleiches gilt für weitere Versuche nach der Methode der 5´-RACE-PCR, nachdem die
Amplifikation mit Primer hARO2rev bei einer Annealingtemperatur von 55°C und
Elongationsdauer von 90 s zu keinem Ergebnis führt bzw. zu geringe Mengen liefert, als dass
sie in einer Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen werden könnten.
Abb. 4.3: Positionen der cDNA-Teilstücke cjARO1 bis cjARO5, der dazugehörigen
Primerpaare hARO1 bis hARO5 sowie der Schnittstellen der
Restriktionsendonukleasen (9) in Relation zum Protein-codierenden Bereich
(ORF) der humanen Aromatase-Sequenz



















4.1.2.2 Amplifizierung der Aromatase-cDNA mit Hilfe von RT-PCR
Die RT-PCR stellt eine weitere Möglichkeit zur Amplifizierung genspezifischer cDNA dar.
Sie wird mit der Turbo-Pfu-Polymerase durchgeführt, um eine geringe Fehlerrate zu
gewährleisten. Die verwendeten Primerpaare und PCR-Bedingungen sowie die zu erwartende











hARO1for hARO1rev 52°C 90 s 753 bp cjARO1
hARO3for hARO3rev 55°C 90 s 395 bp cjARO3
hARO4for hARO4rev 58°C 90 s 1000 bp cjARO4
hARO5for hARO5rev 52°C 90 s 834 bp cjARO5
Tab. 4.1: Bei der RT-PCR angewandte Primerpaare, zugehörige PCR-Bedingungen und
retrospektiv nach Sequenzanalyse ermittelte Größe der PCR-Produkte
(inklusive Primer)
Mit dieser Methode können alle für die Bestimmung der Gesamtsequenz erforderlichen
cDNA-Fragmente erfolgreich amplifiziert werden. Abb. 4.4 und 4.5 zeigen die Ergebnisse der
RT-PCRs mit den Primerpaaren hARO1, hARO3 und hARO4 nach Agarose-
Gelelektrophorese. Die PCR-Produktgrößen entsprechen den in Analogie zur humanen
Aromatase-Sequenz erwarteten Größen.
Abb. 4.4: Agarose-Gelelektrophorese von
Teilstück cjARO1 und cjARO4





















Die RT-PCR mit dem Primerpaar hARO5 liefert ein Gemisch von zwei verschieden großen
PCR-Produkten. Dabei entspricht die Größe der stärkeren Bande der in Anlehnung an die
humane Aromatase-Sequenz erwarteten Größe. Um die Identität dieses PCR-Produkts zu
verifizieren, wird es durch eine Gelextraktion aufgereinigt (Abb. 4.6) und einer
Restriktionsanalyse unterworfen. Die Restriktionsendonuklease SacI schneidet die humane
Aromatase-cDNA am Basenpaar 2099 und zerlegt so die zu cjARO5 analoge Sequenz in
jeweils 332 und 535 bp große Teilstücke (s. Abb. 4.3). Die Restriktionsanalyse des
gereinigten Weißbüschelaffen-PCR-Produkts mit SacI zeigt in der Agarose-Gelelektrophorese
Teilstücke mit einer Größe von ca. 340 und 540 bp (Abb. 4.7). Dies deutet darauf hin, dass
das in der PCR amplifizierte und durch Gelextraktion isolierte DNA-Fragment eine der
humanen Aromatase entsprechende Sequenz besitzt. Die nachfolgende Sequenzanalyse
bestätigt dies.
Abb. 4.6: Agarose-Gelelektrophorese von
Gelextrakt cjARO5
Abb. 4.7: cjARO5 und Teilstücke von
cjARO5 nach partiellem
Restriktionsverdau
4.1.2.3 Klonierung und Restriktionsanalyse der Aromatase-cDNA
Um genügend Ausgangsmaterial für eine Sequenzanalyse zu erhalten, werden die cDNA-
Teilstücke nach Einbau in das PCR-Script Plasmid in Escherichia coli Stamm
XL 10-Gold Kan vermehrt. Die Plasmide von je 10 Klonen, die jeweils einer
Bakterienkolonie entsprechen, werden anschließend durch DNA-Mini-Präparation isoliert.
Mittels Restriktionsanalyse wird der Einbau des Inserts überprüft. Die Schnittstellen der
Restriktionsendonukleasen NotI und HindIII liegen im Plasmid beidseitig der zum














ermöglicht es, das gesamte Insert wieder aus dem Plasmid herauszuschneiden. Nach Agarose-
Gelelektrophorese kann durch Größenvergleich beurteilt werden, welche Inserts mit dem
zuvor einligierten übereinstimmen.
Für cjARO1 und cjARO4 kann jeweils ein positiver Klon identifiziert werden (Abb.4.8).
Abb. 4.8: Agarose-Gelelektrophorese von Plasmid-DNA nach Einbau der Inserts
cjARO1 bzw. cjARO4 und anschließender Restriktionsenzymanalyse; jeweils
Klon Nr.3 zeigt einen erfolgreichen Inserteinbau.
Abb. 4.9: Agarose-Gelelektrophorese nach Restriktionsenzymanalyse von cjARO4 mit

































Die Identität des in diesen Klonen eingebauten Inserts wird anhand der Homologie zur
humanen Aromatase in einer erneuten Restriktionsanalyse geprüft (Abb.4.9). Dabei liefern die
Restriktionsendonukleasen EcoRI bzw. PstI für cjARO1 und BamHI für cjARO4 dasselbe
Spaltmuster, wie es bei der humanen Aromatase-cDNA zu erwarten wäre: bei jeweils einer
Schnittstelle in der Insert-Sequenz sowie im Plasmid in Nachbarschaft zur Ligationsstelle
wird für cjARO1 bei EcoRI ein ca. 470 bp großes, bei PstI ein ca. 590 bp großes DNA-Stück
erwartet und durch eine Agarose-Gelelektrophorese bestätigt. Analog dazu wird für cjARO4
ein ca. 50 bp großes Schnittprodukt erwartet. Die Agarose-Gelelektrophorese zeigt jedoch
eine Bande von ca. 980 bp Länge. Dies lässt sich dadurch erklären, dass es zwei
Orientierungsmöglichkeiten gibt, in denen das Insert in das Plasmid aufgenommen werden
kann (s. Abb. 4.10). Bei Möglichkeit 1 liegen die Restriktionstionsstellen von Plasmid und
Insert nah beieinander. Hier wird bei Restriktionsenzymverdau ein kleineres DNA-Teilstück
herausgeschnitten als bei Möglichkeit 2, bei der die Schnittstellen in Plasmid und Insert
weiter auseinander liegen. In diesem Falle ist cjARO4 in Orientierungsmöglichkeit 2
eingebaut, das zu erwartende Teilstück nach Restriktionsenzymverdau hat daher eine Größe
von 980 bp statt der bei Orientierung 1 zu erwartenden 50 bp.
Abb. 4.10: Möglichkeiten 1. und 2 der Orientierung bei der Insertaufnahme ins Plasmid;
„ / “ bezeichnet die Position der Restriktionsenzymschnittstelle.
Da die in der Mini-Präparation gewonnene DNA noch nicht ausreichend Material für die
Sequenzanalyse liefert, werden die positiven Klone weiter in einer Maxi-Kultur vermehrt. Die
DNA wird nach Isolierung durch Maxi-Präparation in wie zuvor durchgeführter
Restriktionsanalyse nochmals in ihrem Insertgehalt bestätigt.
Nach der Klonierung von cjARO3 und cjARO5 zeigen nach Ausschneiden des Inserts durch
Restriktionsendonukleasen (s.o.) und nachfolgende Agarose-Gelelektrophorese je 5 bzw. 7




Abb. 4.11: Agarose-Gelelektrophorese nach Einbau von cjARO3 in das Plasmid und
anschließender Kontrolle durch Restriktionsenzymanalyse; Inserteinbau in den
Klonen Nr. 4, 5 und 7 bis 9
Abb. 4.12: Agarose-Gelelektrophorese nach Einbau von cjARO5 in das Plasmid und
anschließender Kontrolle durch Restriktionsenzymanalyse; Inserteinbau in den
Klonen Nr. 4 bis 10
Auch diese Inserts werden auf ihre Identität überprüft. Die Restriktionsanalyse eines humanen
Analogons von cjARO3 mit der Endonuklease BamHI würde bei Einbau in das Plasmid ein
ca. 154 bp großes bzw. bei gegensinniger Orientierung (s.o.) ein ca. 284 bp großes Teilstück
ergeben. Für cjARO5 wäre entsprechend bei Verwendung von SacI ein ca. 390 bzw. 580 bp
großes Teilstück zu erwarten. Nach Restriktionsenzymverdau und Agarose-Gelelektrophorese
der Plasmid-DNA positiver Klone kann aus dem Bandenmuster (Abb.4.13) abgeleitet werden,
dass cjARO3 einmal in erster Orientierungsmöglichkeit (cjARO3-5) und viermal in zweiter





















in erster (cjARO5-4, -6 bis -8 und -10) und einmal in zweiter Orientierung (cjARO5-9)
enthalten. Klon cjARO5-5 zeigt keine Bande. Dies bedeutet, dass er entweder zu wenig DNA
für den Restriktionsenzymverdau enthält oder nicht spezifisch geschnitten werden kann, also
ein unspezifisches Insert enthält. Da genügend richtig positive Klone für eine Vermehrung in
Maxi-Kultur zur Auswahl stehen, kann dieser Klon vernachlässigt werden.
Abb. 4.13: Agarose-Gelelektrophorese nach Restriktionsenzymverdau von Klon-Plasmid
cjARO3 und cjARO5
Es werden die Klone cjARO3-5 und cjARO5-4 aufgrund ihrer gleichsinnigen Orientierung in
einer Maxi-Kultur weiter vermehrt und nach DNA-Maxi-Präparation in erneuter
Restriktionsanalyse mit anschließender Agarose-Gelelektrophorese auf das korrekte Insert
überprüft und bestätigt (Abb. 4.14).
Abb. 4.14: Agarose-Gelelektrophorese nach Restriktionsenzymverdau der Maxi-Kultur
von Klon 5 von cjARO3 und Klon 4 von cjARO5
cjARO3               cjARO5




























4.1.2.4 Darstellung der Aromatase-cDNA-Sequenz, Ableitung der Aminosäure-Sequenz und
Sequenzanalyse
Nach gelungener Klonierung von Aromatase-cDNA-Fragmenten, die die komplette
codierende Region der mRNA repräsentieren, wird jeweils mindestens 1 µg der
Plasmid-DNA zur Sequenzanalyse eingeschickt. Die vier erhaltenen cDNA-Sequenzen
werden unter Berücksichtigung ihrer Überlappungen (s. Abb. 4.3) zu einer einzigen Sequenz
zusammengefügt. In Anlehnung an die humane Sequenz werden Start- und Stop-Codon,
sowie die Exongrenzen bestimmt. Die Callithrix jacchus-spezifische cDNA-Sequenz hat eine
Größe von 2483 bp. Sie umfasst Exon 2 bis 10, bezogen auf die humane Sequenz 56,3 % von
Exon 1, sowie einen 765 bp großen Abschnitt der am 3´-Ende gelegenen untranslatierten
Region. Nachfolgend wird die codierende Sequenz in die Aminosäure-Sequenz translatiert.
Sowohl die cDNA-Sequenz (Exon 2 bis 10) als auch die abgeleitete Aminosäure-Sequenz
werden bei GenBank® unter der Zugangsnummer cjARO AY034779 veröffentlicht.
Der Vergleich der Sequenz der Callithrix jacchus-spezifischen Aromatase-cDNA mit der in
plazentärem Gewebe bestimmten humanen Sequenz (SIMPSON et al., 1987) (Abb.4.15)
zeigt, dass erstere dem Sequenzabschnitt von Basenpaar 47 bis 2611 der humanen Sequenz
entspricht. Abweichungen in der Sequenz sind gehäuft im Exon 1 sowie in den nicht
translatierten Bereichen des cDNA-3´-Endes und des 5´-Endes von Exon 2 zu verzeichnen.
Auffällig ist das Fehlen eines Teilstücks von 48 bp im nicht translatierten Bereich von Exon 2
in der Weißbüschelaffen-Sequenz. Prozentuale Homologien der einzelnen Exons beider
Sequenzen sind in Abb. 4.23 aufgeführt.
Der retrospektive Vergleich der Homologie der humanen Primer-Sequenzen mit der
Weißbüschelaffen-Sequenz ist im Hinblick auf das Gelingen der RT-PCR und damit der
cDNA-Isolierung interessant. Es bestätigt sich die angenommene hohe Übereinstimmung:
keine Abweichungen für die humanen forward-Primer 3 bis 5 sowie die reverse-Primer
3 und 4, jeweils ein Nukleotidaustausch in hARO2for und -rev sowie ein Austausch von 3
Nukleotiden in hARO1rev. hARO1for und hARO5rev können in ihrer Homologie nicht
beurteilt werden, da sie nicht innerhalb des sequenzierten Bereichs liegen.
Der Vergleich der Weißbüschelaffen und humanen Aminosäure-Sequenzen (Abb.4.16) zeigt
eine Homologie von 93%. Er ermöglicht die Bestimmung konservierter Sequenz-Abschnitte
wie N-Glykosylierungsstellen, Häm-Bindungsdomäne, I-Helix als vermutliche
Substratbindungsdomäne, vermutliche Membrandomäne sowie die Auswahl eines zur








[exon2⌦ Start .         .         .         .         .
C.j.   155 GATGGTCTTGGAAATGCTGAACCCGATGCATTATAACATCACCAGCATGG 204
|||||| |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| |
human  250 gatggttttggaaatgctgaacccgatacattataacatcaccagcatcg 299
.         .         .         .         .
C.j.   205 TGCCTGAAGCCATGCCTGCTGCCACCATGCCAATCCTGCTGCTCACTGGC 254
|||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| |||||||||
human  300 tgcctgaagccatgcctgctgccaccatgccagtcctgctcctcactggc 349
.         .         .         .      [exon3⌦
C.j.   255 CTTTTTCTCCTGGTGTGGAATTATGAGGGCACATCCTCAATACCAGGTCC 304
||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
human  350 ctttttctcttggtgtggaattatgagggcacatcctcaataccaggtcc 399
.         .         .         .         .
C.j.   305 CGGCTACTGCATGGGAATTGGACCCCTCATCTCCCACGGCAGATTCCTGT 354
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
human  400 tggctactgcatgggaattggacccctcatctcccacggcagattcctgt 449
.         .         .         .         .
C.j.   355 GGATGGGGATCGGCAATGCCTGCAACTACTACAACCGGATGTATGGAGAA 404
||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| | |||||||||
human  450 ggatggggatcggcagtgcctgcaactactacaaccgggtatatggagaa 499
.         .         .         .         .
C.j.   405 TTCATGAGAGTCTGGATCTCTGGAGAGGAAACACTCATTATCAGCAAGTC 454
|||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
human  500 ttcatgcgagtctggatctctggagaggaaacactcattatcagcaagtc 549
[exon4⌦ .         .         .         .         .
C.j.   455 CTCAAGTATGTTCCATGTAATGAAGCACAATCATTATAGCTCTCGATTCG 504
|||||||||||||||  ||||||||||||||||||| |||||||||||||
human  550 ctcaagtatgttccacataatgaagcacaatcattacagctctcgattcg 599
.         .         .         .         .
C.j.   505 GCAGCAAACTTGGGCTGCAGTGCATTGGTATGCATGAGAAAGGCATCATA 554
||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||
human  600 gcagcaaacttgggctgcagtgcatcggtatgcatgagaaaggcatcata 649
.         .         .         .         .
C.j.   555 TTTAACAACAATCCAGATCTCTGGAAAACAACTCGGCCCCTCTTTATGAA 604
||||||||||||||||| ||||||||||||||||| ||| ||||||||||
human  650 tttaacaacaatccagagctctggaaaacaactcgacccttctttatgaa 699
[exon5⌦ .         .         .         .
C.j.   605 AGCTCTGTCAGGCCCTGGTCTTGTTCGCATGGTCACAGTCTGTGCTGAAT 654
||||||||||||||| || |||||||| ||||||||||||||||||||||
human  700 agctctgtcaggccccggccttgttcgtatggtcacagtctgtgctgaat 749
.         .         .         .         .
C.j.   655 CCCTCAACACGCATCTGGACAGGTTGGAGGAGGTGACCAATGAGTCAGGC 704
||||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||| || |||
human  750 ccctcaaaacacatctggacaggttggaggaggtgaccaatgaatcgggc 799
.         .         .         .         .
C.j.   705 TTCATCGACGTGTTGACCCTCCTGCGGTGCGTCATGCTGGACACCTCTAA 754
|   | |||||||||||||| |||||  | ||||||||||||||||||||
human  800 tatgtggacgtgttgacccttctgcgtcgtgtcatgctggacacctctaa 849
.         .         [exon6⌦ .         .
C.j.   755 CACGCTCTTCTTGAGGATCCCTTTGGACGAAAATGCCATCGTGTTTAAAA 804
|||||||||||||||||||||||||||||||| ||| |||||| ||||||
human  850 cacgctcttcttgaggatccctttggacgaaagtgctatcgtggttaaaa 899
.         .         .         .         .
C.j.   805 TCCAAGGTTATTTTGATGCATGGCAAGCTCTCCTCATCAAACCAGACATC 854
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
human  900 tccaaggttattttgatgcatggcaagctctcctcatcaaaccagacatc 949
.         .         .         .    [exon7⌦
C.j.   855 TTCTTTAAGATTTCTTGGCTATACAAAAAGTATGAGAAGTCTGTCAAGGA 904
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
human  950 ttctttaagatttcttggctatacaaaaagtatgagaagtctgtcaagga 999
.         .         .         .         .
C.j.   905 TTTGAAAGATGCCATAGAAGTTCTGATGGCAGAAAAAAGACGCAGGATTT 954
||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||
human 1000 tttgaaagatgccatagaagttctgatagcagaaaaaagacgcaggattt 1049
.         .         .         .         .
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Abb. 4.15: Vergleich humaner und C.j.-Aromatase codierender cDNA-Sequenzen mit
Exongrenzen, Start- und Stop-Codon sowie im codierenden Bereich gelegener
Primer ( / )
hARO3rev
C.j.   955 CCGCAGAAGAGAAACTGGAAGAACATATAGACTTTGCCACTGAGTTGATT 1004
|| ||||||||||||||||||||  ||| |||||||||||||||||||||
human 1050 ccacagaagagaaactggaagaatgtatggactttgccactgagttgatt 1099
[exon8⌦ .         .         .         .
C.j.  1005 TTAGCCGAGAAACGTGGTGACCTGACAAGAGAGAACGTGAACCAGTGCAT 1054
||||| ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||
human 1100 ttagcagagaaacgtggtgacctgacaagagagaatgtgaaccagtgcat 1149
.         .         .         .         .
C.j.  1055 GTTGGAAATGCTGATTGCAGCTCCTGACACCATGTCTGTCTCTCTGTTCT 1104
|||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| ||||||
human 1150 attggaaatgctgatcgcagctcctgacaccatgtctgtctctttgttct 1199
.         .         .         .         .
C.j.  1105 TCATGCTATTCCTGATTGCAAAGCACCCTAATGTGGAAGAGGCAATAATG 1154
|||||||||| || |||||||||||||||||||| |||||||||||||| 
human 1200 tcatgctatttctcattgcaaagcaccctaatgttgaagaggcaataata 1249
.         .  [exon9⌦ .         .
C.j.  1155 AAGGAAATCCAGACTGTTGTTGGTGAGAGAGACGTAAAGATTGATGATAT 1204
|||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||||||||||||||
human 1250 aaggaaatccagactgttattggtgagagagacataaagattgatgatat 1299
.         .         .         .         .
C.j.  1205 ACAAAAATTAAAAGTGGTGGAAAACTTCATTTATGAGAGCATGCGGTACC 1254
|||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||
human 1300 acaaaaattaaaagtgatggaaaacttcatttatgagagcatgcggtacc 1349
.         .         .         .         .
C.j.  1255 AGCCTGTTGTGGACTTGGTCATGCGCAAAGCCTTAGAAGATGATGTGATC 1304
||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||
human 1350 agcctgtcgtggacttggtcatgcgcaaagccttagaagatgatgtaatc 1399
.         .         .         .         .
C.j.  1305 GATGGCTACCCAGTGAAAAAGGGGACGAACATTATCCTGAATATTGGAAG 1354
|||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||
human 1400 gatggctacccagtgaaaaaggggacaaacattatcctgaatattggaag 1449
.         .         .         .         .
C.j.  1355 GATGCACAGACTCGAGTTTTTCCCCAAACCCAATGAATTTACTCTTGAAA 1404
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
human 1450 gatgcacagactcgagtttttccccaaacccaatgaatttactcttgaaa 1499
.    [exon10⌦ .         .         .
C.j.  1405 ATTTTGCAAAGAATGTTCCTTACAGGTACTTTCAGCCATTTGGTTTTGGG 1454
|||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| ||||||
human 1500 attttgcaaagaatgttccttataggtactttcagccatttggctttggg 1549
.         .         .         .         .
C.j.  1455 CCCCGTAGCTGTGCAGGAAAGTACATCGCCATGGTGATGATGAAATCCAT 1504
|||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||
human 1550 ccccgtggctgtgcaggaaagtacatcgccatggtgatgatgaaagccat 1599
.         .         .         .         .
C.j.  1505 TCTCGTTACGCTTCTGAGAAGATTCCACGTGAAGACATTGGGGGGAGAGT 1554
|||||||| ||||||||| ||||||||||||||||||||   ||| |||
human 1600 cctcgttacacttctgagacgattccacgtgaagacattgcaaggacagt 1649
.         .         .         .         .
C.j.  1555 GCGTTGAGAGCCTACAGAAGACAAACGACTTGGCCTTGCACCCAGATCAC 1604
| ||||||||| ||||||||| | |||||||| |||||||||||||| | 
human 1650 gtgttgagagcatacagaagatacacgacttgtccttgcacccagatgag 1699
.         .         .         .         .
C.j.  1605 ACTAAAAGCATGCTGGAAATGATTTTTACCCCAAGAAACTCAGGCTGGTG 1654
||||||| ||||||||||||||| ||||||||||||||||||| | ||||
human 1700 actaaaaacatgctggaaatgatctttaccccaagaaactcagacaggtg 1749
.Stop .         .         .         .
C.j.  1655 CCTGGAACACTAA 
||||||||||| 
human 1750 tctggaacactag
.   
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Abb. 4.16: Vergleich der humanen und C.j.-Aminosäure-Sequenzen
= identisch; „:“ / „.“ = stark / schwach homologer Aminosäureaustausch
= Exongrenzen (tlw. innerhalb eines Triplets, Zuordnung nach größtem Anteil)




= Position der Peptidsequenz des Immunogens, welches zur Herstellung 









.         .         .         .         .
C.j.       1 MVLEMLNPMHYNITSMVPEAMPAATMPILLLTGLFLLVWNYEGTSSIPGP 50
||||||||.||||||.|||||||||||:||||||||||||||||||||||
human      1 MVLEMLNPIHYNITSIVPEAMPAATMPVLLLTGLFLLVWNYEGTSSIPGP 50
.         .         .         .         .
C.j.      51 GYCMGIGPLISHGRFLWMGIGNACNYYNRMYGEFMRVWISGEETLIISKS 100
|||||||||||||||||||||.|||||||.||||||||||||||||||||
human     51 GYCMGIGPLISHGRFLWMGIGSACNYYNRVYGEFMRVWISGEETLIISKS 100
.         .         .         .         .
C.j.     101 SSMFHVMKHNHYSSRFGSKLGLQCIGMHEKGIIFNNNPDLWKTTRPLFMK 150
|||||:||||||||||||||||||||||||||||||||:||||||| |||
human    101 SSMFHIMKHNHYSSRFGSKLGLQCIGMHEKGIIFNNNPELWKTTRPFFMK 150
.         .         .         .         .
C.j.     151 ALSGPGLVRMVTVCAESLNTHLDRLEEVTNESGFIDVLTLLRCVMLDTSN 200
|||||||||||||||||| ||||||||||||||::||||||| |||||||
human    151 ALSGPGLVRMVTVCAESLKTHLDRLEEVTNESGYVDVLTLLRRVMLDTSN 200
.         .         .         .         .
C.j.     201 TLFLRIPLDENAIVFKIQGYFDAWQALLIKPDIFFKISWLYKKYEKSVKD 250
||||||||||.||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||
human    201 TLFLRIPLDESAIVVKIQGYFDAWQALLIKPDIFFKISWLYKKYEKSVKD 250
.         .         .         .         .
C.j.     251 LKDAIEVLMAEKRRRISAEEKLEEHIDFATELILAEKRGDLTRENVNQCM 300
||||||||.|||||||| |||||| .|||||||||||||||||||||||.
human    251 LKDAIEVLIAEKRRRISTEEKLEECMDFATELILAEKRGDLTRENVNQCI 300
.         .         .         .         .
C.j.     301 LEMLIAAPDTMSVSLFFMLFLIAKHPNVEEAIMKEIQTVVGERDVKIDDI 350
||||||||||||||||||||||||||||||||.||||||:||||:|||||
human    301 LEMLIAAPDTMSVSLFFMLFLIAKHPNVEEAIIKEIQTVIGERDIKIDDI 350
.         .         .         .         .
C.j.     351 QKLKVVENFIYESMRYQPVVDLVMRKALEDDVIDGYPVKKGTNIILNIGR 400
|||||.||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
human    351 QKLKVMENFIYESMRYQPVVDLVMRKALEDDVIDGYPVKKGTNIILNIGR 400
.         .         .         .         .
C.j.     401 MHRLEFFPKPNEFTLENFAKNVPYRYFQPFGFGPRSCAGKYIAMVMMKSI 450
||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||.|
human    401 MHRLEFFPKPNEFTLENFAKNVPYRYFQPFGFGPRGCAGKYIAMVMMKAI 450
.         .         .         .         .
C.j.     451 LVTLLRRFHVKTLGGECVESLQKTNDLALHPDHTKSMLEMIFTPRNSGWC 500
||||||||||||| |:||||:|| .||.|||| ||.|||||||||||  |
human    451 LVTLLRRFHVKTLQGQCVESIQKIHDLSLHPDETKNMLEMIFTPRNSDRC 500
C.j.     501 LEH* 504
||| 
human    501 LEH*.503
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N-Glykosylierungsstellen und die Peptid-Sequenz sind identisch für humane und
Weißbüschelaffen-Aromatase. Die in den weiteren konservierten Aminosäure-Sequenz-
Abschnitten auftretenden Abweichungen werden im nachfolgenden Aminosäure-Sequenz-
Vergleich (s. Abb. 4.18, Tab. 4.3) zwischen verschiedenen Spezies detailliert erörtert.
Ein Vergleich mit anderen Primaten ist bis jetzt nur für den Rotgesichtmakaken
(Macaca fuscata) und den Rhesusaffen (Macaca mulatta) möglich. Bei diesen sind bisher
jedoch nur Teilsequenzen der Aromatase anhand von aus Hirngewebe stammender RNA
bestimmt. Für den Rotgesichtmakaken umfasst diese Sequenz 369 bp (Zugangsnummer
S79807, YAMADA-MOURI et al., 1995) und für den Rhesusaffen 254 bp (Zugangsnummer
AF193859).
Der Weißbüschelaffe weist im Vergleich zum Menschen, Rotgesichtmakaken bzw.
Rhesusaffen im jeweils bekannten translatierten Bereich Sequenzhomologien von 94,7%,
95,8% bzw. 95,7% auf (Abb. 4.17). Dies spiegelt sich darin wieder, dass die meisten
Basenaustausche zwischen Weißbüschelaffen- und humaner cDNA-Sequenz auftreten.
Geringste Abweichungen finden sich zwischen den beiden Makakenarten. Auffällig ist, dass
das beim Weißbüschelaffen fehlende cDNA-Teilstück im Exon 2 auch bei den
Rotgesichtmakaken fehlt.
Betrachtet man nur die aus Exon 1 bekannten Bereiche, so findet sich eine Homologie vom
Weißbüschelaffen zum Menschen von 75% und zum Rotgesichtmakaken von 41%. Dies ist
zum einen ein Hinweis für die Gewebespezifität des Exon 1, da der humanen und
Weißbüschelaffen-Sequenz Plazentagewebe für die Sequenzierung zugrunde liegt, beim
Rotgesichtmakaken dagegen Hirngewebe. Zum anderen wird die geringere Konservierung der
nicht translatierten regulativen Sequenzbereiche deutlich.
Im Vergleich zum Menschen zeigen Weißbüschelaffen und Makaken in den jeweils
bekannten Bereichen auch auf Aminosäureebene eine höhere Homologie: zwischen
Weißbüschelaffe (Mensch) und Rhesusaffe 96 % (95 %) bzw. Rotgesichtmakak 99 % (95 %)
(s. Tab. 4.2). Dagegen stimmen die Aminosäure-Sequenzen von Mensch und
Weißbüschelaffe in diesen Bereichen nur zu 95 % und 94 % überein, bzw. bezogen auf die
Gesamtsequenz nur zu 93 %.
Die Diskrepanz zwischen Homologie der cDNA und der Aminosäure-Sequenzen rührt daher,
dass bei den Makaken im für sie bekannten Sequenzbereich weniger Basenaustausche
(1 von 9 bzw. 10)  auch zu Aminosäure-Veränderungen im Vergleich zur Weißbüschelaffen-
Sequenz führen als beim Menschen (4 von 6) im gleichen Sequenzabschnitt (s. Abb. 4.17 und
4.18).
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                  .         .         .         .         . 
h      47  gaagaacttatcctatcaggacggaaggtcctgtgctcgggat.cttcca  96 
          ||||||||||  || | |||||  ||| ||||| |||| |||| |||| |   
f       1  .....................gaaaagccacctggttcttaaacagcc..  27 
                                ||||||  |   | ||   | |   |    
c       1  GAAGAACTTACTCTGTGAGGACAAAAGCTCCTGCGCTCAGGATCCTTCTA  50 
                 [exon 2⌦         .         .         .         . 
h      97 gacgtcgcgcggtg**gtgttcttggggggaaaaatccgcacacacaaagca 194 
         |||  |||    ||     ||||     ||   | ||   |||    || | 
f      28 gtgcatcattagca  aaactcaccatcttcaagagtccaaaaac..tagaa 75 
         |  |     ||     | |||  |||||    ||| ||   | |  ||| | 
c      51 GACCGCGCCTAATG  CATCTCTTCATCTGACTGAGCCCTCCACCTGTAGGA 100 
                    .         .         .         .         . 
h     195 acatttggaaatccctgtggactctaaattgccccctctgaggtcaaggaac 245 
          ||        | ||   | |||||||||||||  ||||||| | ||||||| 
f      76 gtgaccagcagaccc  aggactctaaattgccccctctgaggtcaaggaac 125 
              ||      ||  || |||||||||||||  ||||||| | ||||||| 
c     101 TCAGACACTCTTTCC  AGCACTCTAAATTGCCTTCTCTGAGCTAAAGGAAC 150 
               Start         .         .         .         . 
h     246  acaagatggttttggaaatgctgaacccgatacattataacatcaccagc  295 
          |||||||||| |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 
f     126  acaagatggttttggaaatgctgaacccgatgcattataacatcaccagc  175 
          |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
c     151  ACAAGATGGTCTTGGAAATGCTGAACCCGATGCATTATAACATCACCAGC  200 
                        |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
m       1  ..............gaaatgctgaacccgatgcattataacatcaccagc  36 
 
                  .         .         .         .         . 
h     296  atcgtgcctgaagccatgcctgctgccaccatgccagtcctgctcctcac  345 
          || ||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| ||||| 
f     176  atggtgcctgaggccatgcctgctgccaccatgccgatcctgctcctcac  225 
          ||||||||||| ||||||||||||||||||||||| |||||||| ||||| 
c     201  ATGGTGCCTGAAGCCATGCCTGCTGCCACCATGCCAATCCTGCTGCTCAC  250 
          ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 
m      37  atggtgcctgaggccatgcctgctgccaccatgccaatcctgctcctcac  86 
                  .         .         .         .         . 
h     346  tggcctttttctcttggtgtggaattatgagggcacatcctcaataccag  395 
          ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
f     226  tggcctttttctcttggtgtggaattatgagggtacatcctcaataccag  275 
          ||||||||||||| ||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 
c     251  TGGCCTTTTTCTCCTGGTGTGGAATTATGAGGGCACATCCTCAATACCAG  300 
          ||||||||||||| ||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 
m      87  tggcctttttctcttggtgtggaattatgagggtacatcctcaataccag  136 
          [exon 3⌦.         .         .         .         . 
h     396  gtcctggctactgcatgggaattggacccctcatctcccacggcagattc  445 
          |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
f     276  gtcctggctactgcatgggaattggacccctcatctcccatggcagattc  325 
          |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 
c     301  GTCCCGGCTACTGCATGGGAATTGGACCCCTCATCTCCCACGGCAGATTC  350 
          |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 
m     137  gtcctggctactgcatgggaattggacccctcatctcccatggcagattc  186 
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Abb. 4.17: Vergleich von Exon 1 bis Exon 3 der Aromatase-cDNA-Sequenzen von
Mensch (h), Rotgesichtmakak (f), Weißbüschelaffe (c) und Rhesusaffe (m) mit
Exongrenzen und Start-Codon; ** im Exon 2 der humanen cDNA-Sequenz
entspricht 48 bp.
Um die phylogenetische Nähe des Menschen zum Weißbüschelaffen zu verdeutlichen,
werden weitere von Nutz- und Labortieren bekannte Aromatase-Aminosäure-Sequenzen mit
der des Weißbüschelaffen und der des Menschen verglichen. Die gerundeten prozentualen
Homologien sind in Tab. 4.2 zusammengefasst. Abb. 4.18 zeigt den der Tabelle zugrunde
liegenden Aminosäure-Sequenz-Vergleich.
Trotz unterschiedlicher Ursprungsgewebe – Plazenta bzw. Ovar – sind die Aminosäure-
Sequenzen von Schaf und Ziege identisch. Dies zeigt, dass das Ursprungsgewebe im Hinblick
auf Aminosäure-Sequenzabweichungen eine untergeordnete Rolle spielt. Vielmehr zeichnen
sich Übereinstimmungen bei Tiergruppen wie den Primaten, Wiederkäuern oder Nagern ab.
Im Folgenden werden die funktionell bedeutenden konservierten Aminosäuren (Tab. 2.2)
bzw. Aminosäure-Bereiche (Abb. 4.18) mit der Aminosäure-Sequenz des Weißbüschelaffen
verglichen. Die prozentualen Übereinstimmungen sind in Tab. 4.3 zusammengefasst.
Die meisten Abweichungen sind in der vermutlichen Membranregion zu finden. Trotz der nur
geringen Übereinstimmung vor allem zwischen Primaten und Nagern besitzen alle Spezies in
dieser Region ein Motiv von drei Leucin (L29, L30, L31). Dieses könnte von zentraler
Bedeutung für die Membranverankerung sein. Der Austausch von Isoleucin (I28) zu Valin
(V29) beim Menschen hat wohl nur geringe funktionelle Auswirkung, da es sich bei beiden
um eine neutrale Aminosäure handelt. Hier liegt demnach ein konservierter Basenaustausch
vor.
                   .         .         .         .         . 
h     446  ctgtggatggggatcggcagtgcctgcaactactacaaccgggtatatgg  495 
           ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| | ||||| 
f     326  ctgtggatggggatcggcagtgcctgcaactactacaaccgggt......  369 
           ||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| |       
c     351  CTGTGGATGGGGATCGGCAATGCCTGCAACTACTACAACCGGATGTATGG  400 
           ||||||||||||||||||| |||||||||||| ||||||| | ||||||| 
m     187  ctgtggatggggatcggcagtgcctgcaactattacaaccaggtgtatgg  236 
 
 
                    .         .         .         .         . 
h     496  agaattcatgcgagtctggatctctggagaggaaacactcattatcagca  545 
           |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
c     401  AGAATTCATGAGAGTCTGGATCTCTGGAGAGGAAACACTCATTATCAGCA 450 
           |||||||||| |||||||                                  
m     237  agaattcatgcgagtctg................................  254 
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Die aminoterminal der vermutlichen Membranregion gelegenen Aminosäuren 10 bis 20
werden als wichtig für die richtige Konformation des Aromatase-Proteins angesehen
(SIMPSON et al. 1994). Bei Rotgesichtmakak und Rhesusaffe ist diese Region identisch mit
der des Weißbüschelaffen. Der Mensch zeigt einen schwach homologen
































Plazenta 93 95 94 100 100 100
Rotgesichtmakak
(Macaca fuscata)
S79807 Gehirn - 99 - - 96 -
Rhesusaffe
(Macaca mulatta)
AF193859 Gehirn - - 96 - - 95
Schwein
(Sus scrofa)
U92245 Plazenta 80 86
Rind
(Bos taurus)
NM_174305 Plazenta 83 85









Z70301 Ovar 85 86
Hausmaus
(Mus musculus)
D00659 Ovar 78 81
Norwegische Ratte
(Rattus rattus)
M33986 Ovar 76 77
Pferd
(Equus caballus)
AJ012610 Testis 79 79
Tab. 4.2: Homologien der Aromatase-Aminosäure-Sequenzen verschiedener Nutz- und
Labortiere zum Weißbüschelaffen bzw. Menschen sowie Ursprungsgewebe
und Zugangsnummern der Aromatase-Gensequenzen in GenBank®
(www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&itool=toolbar);
° = 73 Aminosäuren entsprechend der Rotgesichtmakaken-Sequenz, 84
entsprechend der Rhesusaffen-Sequenz;
* = Schaf- und Ziegen-Sequenzen sind identisch.
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 9    28 31
cj   1  MVLEMLNPMH YNITSMVPEA MPAATMPILL LTGLFLLVWN YEGTSSIPGP GYCMGIGPLI
h    1  MVLEMLNPIH YNITSIVPEA MPAATMPVLL LTGLFLLVWN YEGTSSIPGP GYCMGIGPLI
mf   1  MVLEMLNPMH YNITSMVPEA MPAATMPILL LTGLFLLVWN YEGTSSIPGP GYCMGIGPLI
mm   1     EMLNPMH YNITSMVPEA MPAATMPILL LTGLFLLVWN YEGTSSIPGP GYCMGIGPLI
ss   1  MVLEMLNPMY YKITSMVSEV VPFASIAVLL LTGFLLLLWN YENTSSIPSP GYFLGIGPLI
oc   1  MVLEMLNPMH FNITTMVPAA MPAATMPILL LTCLLLLIWN YEGTSSIPGP GYCMGIGPLI
m    1  MFLEMLNPMQ YNVTIMVPET VTVSAMPLLL IMGLLLLIWN CESSSSIPGP GYCLGIGPLI
rn   1  MFLEMLNPMH YNVTIMVPET VPVSAMPLLL IMGLLLLIRN CESSSSIPGP GYCLGIGPLI
bt   1  MLLEVLNPRH YNVTSMVSEV VPIASIAILL LTGFLLLVWN YEDTSSIPGP SYFLGIGPLI
oa   1  MLLEVLNPRH YNVTSMVSEV VPIASIAILL LTGFLLLVWN YEDTSSIPGP SYFLGIGPLI
ca   1  MLLEVLNPRH YNVTSMVSEV VPIASIAILL LTGFLLLVWN YEDTSSIPGP SYFLGIGPLI
ec   1  MILEMLNPMH YNLTSMVPEV MPVATLPILL LTGFLFFVWN HEETSSIPGP GYCMGIGPLI
cj  61  SHGRFLWMGI GNACNYYNRM YGEFMRVWIS GEETLIISKS SSMFHVMKHN HYSSRFGSKL
h   61  SHGRFLWMGI GSACNYYNRV YGEFMRVWIS GEETLIISKS SSMFHIMKHN HYSSRFGSKL
mf  61  SHGRFLWMGI GSA
mm  58  SHGRFLWMGI GSACNYYNQV YGEFMRV
ss  61  SHFRFLWMGI GSACNYYNKM YGEFMRVWIG GEETLIISKS SSVFHVMKHS HYTSRFGSKP
oc  61  SYARFLWMGI GSACNYYNKM YGEFIRVWIC GEETLIISKS SSMFHVMKHS HYVSRFGSKP
m   61  SHGRFLWMGI GSACNYYNKM YGEFMRVWIS GEETLIISKS SSMFHVMKHS HYISRFGSKR
rn  61  SHGRFLWMGI GSACNYYNKM YGEFMRVWIS GEETLIISKS SSMVHVMKHS NYISRFGSKR
bt  61  SHCRFLWMGI GSACNYYNKM YGEFMRVWVC GEETLIISKS SSMFHVMKHS HYISRFGSKL
oa  61  SHCRFLWMGI GSACNYYNKM YGEFMRVWVC GEETLIISKS SSMFHVMKHS HYISRFGSKL
ca  61  SHCRFLWMGI GSACNYYNKM YGEFMRVWVC GEETLIISKS SSMFHVMKHS HYISRFGSKL
ec  61  SHLRFLWMGL GSACNYYNKM YGEFVRVWIS GEETLVISKS SSTFHIMKHD HYSSRFGSTF
128  133
cj 121  GLQCIGMHEK GIIFNNNPDL WKTTRPLFMK ALSGPGLVRM VTVCAESLNT HLDRLEEVTN
h  121  GLQCIGMHEK GIIFNNNPEL WKTTRPFFMK ALSGPGLVRM VTVCAESLKT HLDRLEEVTN
ss 121  GLECIGMYEK GIIFNNDPAL WKAVRTYFMK ALSGPGLVRM VTVCADSITK HLDKLEEVRN
oc 121  GLQCIGMHEN GIIFNNNPAL WKVVRPFFMK ALTGPGLVQM VAICVGSIGR HLDKLEEVTT
m  121  GLQCIGMHEN GIIFNNNPSL WRTIRPFFMK ALTGPGLVRM VEVCVESIKQ HLDRLGEVTD
rn 121  GLQCIGMHEN GIIFNNNPSL WRTVRPFFMK ALTGPGLIRM VEVCVESIKQ HLDRLGDVTD
bt 121  GLQFIGMHEK GIIFNNNPAL WKAVRPFFTK ALSGPGLVRM VTICADSITK HLDRLEEVCN
oa 121  GLQFIGMHEK GIIFNNNPAL WKAVRPFFTK ALSGPGLVRM VTICADSITK HLDRLEEVCN
ca 121  GLQFIGMHEK GIIFNNNPAL WKAVRPFFTK ALSGPGLVRM VTICADSITK HLDRLEEVCN
ec 121  GLQYMGMHEN GVIFNNNPAV WKALRPFFVK ALSGPSLARM VTVCVESVNN HLDRLDEVTN
cj 181  ESGFIDVLTL LRCVMLDTSN TLFLRIPLDE NAIVFKIQGY FDAWQALLIK PDIFFKISWL
h  181  ESGYVDVLTL LRRVMLDTSN TLFLRIPLDE SAIVVKIQGY FDAWQALLIK PDIFFKISWL
ss 181  DLGYVDVLTL MRRIMLDTSN NLFLGIPLDE KAIVCKIQGY FDAWQALLLK PEFFFKFSWL
oc 181  RSGCVDVLTL MRRIMLDTSN TLFLGIPMDE SAIVVKIQGY FDAWQALLLK PNIFFKISWL
m  181  TSGYVDVLTL MRHIMLDTSN MLFLGIPLDE SAIVKKIQGY FNAWQALLIK PNIFFKISWL
rn 181  NSGYVDVVTL MRHIMLDTSN TLFLGIPLDE SSIVKKIQGY FNAWQALLIK PNIFFKISWL
bt 181  DLGYVDVLTL MRRIMLDTSN MLFLGIPLDE SAIVVKIQGY FDAWQALLLK PDIFFKISWL
oa 181  DLGYVDVLTL MRRIMLDTSN ILFLGIPLDE SAIVVKIQGY FDAWQALLLK PDIFFKISWL
ca 181  DLGYVDVLTL MRRIMLDTSN ILFLGIPLDE SAIVVKIQGY FDAWQALLLK PDIFFKISWL
ec 181  ALGHVNVLTL MRRTMLDASN TLFLRIPLDE KNIVLKIQGY FDAWQALLIK PNIFFKISWL
      294
cj 241  YKKYEKSVKD LKDAIEVLMA EKRRRISAEE KLEEHIDFAT ELILAEKRGD LTRENVNQCM
h  241  YKKYEKSVKD LKDAIEVLIA EKRRRISTEE KLEECMDFAT ELILAEKRGD LTRENVNQCI
ss 241  YKKHKESVKD LKENMEILIE KKRCSIITAE KLEDCMDFAT ELILAEKRGE LTKENVNQCI
oc 241  YKKYEKSVKD LKDAIDILVE KKRRRISTAE KLEDHMDFAT NLIFAEKRGD LTRENVNQCV
m  241  YRKYERSVKD LKDEIAVLVE KKRHKVSTAE KLEDCMDFAT DLIFAERRGD LTKENVNQCI
rn 241  YRKYERSVKD LKDEIEILVE KKRQKVSSAE KLEDCMDFAT DLIFAERRGD LTKENVNQCI
bt 241  CRKYEKSVKD LKDAMEILIE EKRHRISTAE KLEDSIDFAT ELIFAEKRGE LTRENVNQCI
oa 241  CRKYEKSVKD LKDAMEILIE EKRHRISTAE KLEDCIDFAT ELIFAEKRGE LTKENVNQCI
ca 241  CRKYEKSVKD LKDAMEILIE EKRHRISTAE KLEDCIDFAT ELIFAEKRGE LTKENVNQCI
ec 241  SRKHQKSIKE LRDAVGILAE EKRHRIFTAE KLEDHVDFAT DLILAEKRGE LTKENVNQCI
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 302   310       324
cj 301  LEMLIAAPDT MSVSLFFMLF LIAKHPNVEE AIMKEIQTVV GERDVKIDDI QKLKVVENFI
h  301  LEMLIAAPDT MSVSLFFMLF LIAKHPNVEE AIIKEIQTVI GERDIKIDDI QKLKVMENFI
ss 301  LEMLIAAPDT LSVTVFFMLF LIAKHPQVEE AIVKEIQTVI GERDIRNDDM QKLKVVENFI
oc 301  LEMLIAAPDT MSVSVFFMLF LIAKHPSVEE AIMEEIQTVV GERDIRIDDI QKLKVVENFI
m  301  LEMLIAAPDT MSVTLYFMLL LVAEYPEVEA AILKEIHTVV GDRDIKIEDI QNLKVVENFI
rn 301  LEMLIAAPDT MSVTLYVMLL LIAEYPEVET AILKEIHTVV GDRDIRIGDV QNLKVVENFI
bt 301  LEMLIAAPDT MSVSVFFMLF LIAKHPQVEE AIIREIQTVV GERDIRIDDM QKLKVVENFI
oa 301  LEMLIAAPDT MSVSVFFMLF LIAKHPQVEE AMMREIQTVV GERDIRIDDM QKLKVVENFI
ca 301  LEMLIAAPDT MSVSVFFMLF LIAKHPQVEE AMMREIQTVV GERDIRIDDM QKLKVVENFI
ec 301  LEMMIAAPDT LSVTVFFMLC LIAQHPKVEE ALMKEIQTVL GERDLKNDDM QKLKVMENFI
cj 361  YESMRYQPVV DLVMRKALED DVIDGYPVKK GTNIILNIGR MHRLEFFPKP NEFTLENFAK
h  361  YESMRYQPVV DLVMRKALED DVIDGYPVKK GTNIILNIGR MHRLEFFPKP NEFTLENFAK
ss 361  YESMRYQPVV DLVMRKALED DVIDGYPVKK GTNIILNIGR MHRLEFFPKP NEFTLENFAK
oc 361  YESMRYQPVV DLVMRKALED DVIDGYPVKK GTNIILNIGR MHRLEFFPKP NEFTLENFAK
m  361  NESMRYQPVV DLVMRRALED DVIDGYPVKK GTNIILNIGR MHRLEYFPKP NEFTLENFEK
rn 361  NESLRYQPVV DLVMRRALED DVIDGYPVKK GTNIILNIGR MHRLEYFPKP NEFTLENFEK
bt 361  NESMRYQPVV DLVMRKALED DVIDGYPVKK GTNIILNLGR MHRLEFFPKP NEFTLENFAK
oa 361  NESMRYQPVV DLVMRKALED DVIDGYPVKK GTNIILNLGR MHRLEFFPKP NEFTLENFAK
ca 361  NESMRYQPVV DLVMRKALED DVIDGYPVKK GTNIILNLGR MHRLEFFPKP NEFTLENFAK
ec 361  NESMRYQPVV DIVMRKALED DVIDGYPVKK GTNIILNIGR MHKLEFFPKP NEFTLENFEK
   436        475 478
cj 421  NVPYRYFQPF GFGPRSCAGK YIAMVMMKSI LVTLLRRFHV KTLGGECVES LQKTNDLALH
h  421  NVPYRYFQPF GFGPRGCAGK YIAMVMMKAI LVTLLRRFHV KTLQGQCVES IQKIHDLSLH
ss 421  NVPYRYFQPF GFGPRACAGK YIAMVMMKVT LVILLRRFQV QTPQDRCVEK MQKKNDLSLH
oc 421  NVPYRYFQPF GFGPRGCAGK YIAMVMMKVI LVTLLRRFQV KALQGRSVEN IQKKNDLSLH
m  421  NVPYRYFQPF GFGPRGCAGK YIAMVMMKVV LVTLLRRFQV KTLQKRCIEN IPKKNDLSLH
rn 421  NVPYRYFQPF GFGPRSCAGK YIAMVMMKVV LVTLLKRFHV KTLQKRCIEN MPKNNDLSLH
bt 421  NVPYRYFQPF GFGPRACAGK YITMVMMKVV LVTLLRRFHV QTLQGRCVEK MQKKNDLSLH
oa 421  NVPYRYFQPF GFGPRACAGK YIAMVMMKVI LVTLLRRFHV QTLQGRCVEK MQKKNDLSLH
ca 421  NVPYRYFQPF GFGPRACAGK YIAMVMMKVI LVTLLRRFHV QTLQGRCVEK MQKKNDLSLH
ec 421  NVPYRYFQPF GFGPRSCAGK FIAMVMMKVM LVSLLRRFHV KTLQGNCLEN MQKTNDLALH
cj 481  PDHTKSMLEM IFTPRNSGWC LEH*    cj = Weißbüschelaffe (Callithrix jacchus)
h  481  PDETKNMLEM IFTPRNSDRC LEH*                 h = Mensch (Homo sapiens)
              mf = Rotgesichtmakaken (Macaca fuscata)
            mm = Rhesusaffen (Macaca mulatta)
ss 481  PDETSGLLEM IFIPRNSDKS LEH    ss = Schwein (Sus scrofa)
oc 481  PDETSDLLEM IFTPRNSDTC LGQ                oc = Wildkaninchen (Oryctolagus cuniculus)
m  481  PNEDRHLVEI IFSPRNSDKY LQQ m = Hausmaus (Mus musculus)
rn 481  LDEDSPIVEI IFRHIFNTPF LQCLYISL rn = Norwegische Ratte (Rattus rattus)
bt 481  PDETRDRLEM IFTPRNSDKC LER     bt = Rind (Bos Taurus)
oa 481  PDETSDRLEM IFIPRNSDKC LEC     oa = Schaf (Ovis aries)
ca 481  PDETSDRLEM IFIPRNSDKC LEC     c a = Ziege (Capra hircus)
ec 481  PDESRSLPAM IFTPRNSEKC LEH ec = Pferd (Equus caballus)
I-Helix, vermutl. Substratbindungsdomäne vermutliche Membrandomäne
N-Glykosylierungs-Stelle Häm-Bindungsdomäne
Abweichungen „Meander“
Peptid-Sequenz des Immunogens für polyklonalen Antikörper /
 für monoklonalen Vergleichsantikörper (Turner et al. 2002)
funktionell bedeutende Aminosäuren, deren Reste in das aktive Zentrum ragen (nur humane Aminosäure-Sequenz)
Abb. 4.18 Vergleich der Aminosäure-Sequenz des Weißbüschelaffen zum Menschen,













Homo sapiens 95 91 93 97
Macaca fuscata 100 100 ? ?
Macaca mulatta 100 100 ? ?
Equus caballus 68 82 93 76
Sus scrofa 54 73 93 85
Bos taurus 64 82 86 94
Ovis aries/
Capra hircus
64 82 93 91
Oryctolagus
cuniculus
89 73 93 94
Mus musculus 45 73 93 82
Rattus rattus 45 82 100 82
Tab. 4.3: Übersicht über die Homologien der konservierten Aminosäurebereiche zur
Aromatase-Aminosäure-Sequenz von Callithrix jacchus in %
Die I-Helix ist vermutlich für die Substratbindung verantwortlich. Nach SIMPSON et al.
(1994) umfasst sie die Aminosäuren Glutamat 302 (E302) bis Threonin (T310). Laut
HINSHELWOOD et al. (1993) ist sie jedoch weiter gefasst und beinhaltet den Bereich von
Glutamat 294 (E294) bis Lysin 324 (K324). Der erstgenannte Bereich wird als der stärker
konservierte eingestuft, da nur beim Pferd eine Abweichung zu finden ist. Im weiter gefassten
Bereich zeigen sich größere Speziesvariationen. Zwischen Mensch und Weißbüschelaffe
findet sich wiederum ein konservativer Aminosäureaustausch von Isoleucin (I300) zu
Methionin (M300), der vermutlich keine funktionelle Auswirkung hat. Des Weiteren sind in
diesem Bereich am Reaktionsmechanismus direkt beteiligte Aminosäuren wie Threonin 310
(T310), Prolin 308 (P308) und Glutamat 302 (E302) bei allen Spezies übereinstimmend.
In der Häm-Bindungsdomäne dagegen zeigt die Ratte vollständige Übereinstimmung,
Mensch, Schwein, Kaninchen, Maus, kleine Wiederkäuer und Pferd dagegen Abweichung in
einer und das Rind in zwei Aminosäuren im Vergleich zum Weißbüschelaffen. Dabei findet
sich für die Aminosäure 436, die dem Häm-bindenden Cystein 437 (C437) benachbart ist,
beim Weißbüschelaffen ein Serin (S436) im Gegensatz zum Glycin (G436) bei Mensch,
Kaninchen und Maus bzw. zum Alanin (A436) bei Schwein und Wiederkäuer.
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Die Aminosäuren 473 (K473) bzw. 475 sind durch ihr Stickstoffatom an der Aromatase-
Reaktion beteiligt. Nur beim Menschen ist an der Position 475 ein Histidin (H475) zu finden,
alle anderen hier untersuchten Spezies besitzen hier ein Asparagin (N475).
Für die Aminosäure 478 postulieren LEWIS und ROBICHAUD (1998) eine Beteiligung an
einer den Serinproteasen ähnlichen Konstellation. Beim Weißbüschelaffen findet sich hier ein
Austausch von Serin (S478) zu Alanin (A478), welcher einen Verlust der am
Reaktionsmechanismus beteiligten Hydroxylgruppe bewirkt. Dies legt die Vermutung nahe,
dass dieser Aminosäure bzw. einem Serinproteasen-Reaktionsmechanismus zumindest beim
Weißbüschelaffen keine Bedeutung zukommt.
4.1.3 Genstrukturanalyse
Ziel der Genstrukturanalyse ist es, regulatorische Elemente des Aromatase-Gens (CYP 19)
beim Weißbüschelaffen zu identifizieren, zu sequenzieren und zu charakterisieren, sowie die
Intron-Größen zu bestimmen. Dazu wird zunächst aus einer Callithrix jacchus-Cosmid-
Bibliothek das Aromatase-Gen isoliert werden. Es wird vergleichend zur humanen
Genstruktur gearbeitet, da hier beim Sequenzvergleich die höchste Homologie zum
Weißbüschelaffen verzeichnet wird.
4.1.3.1 Durchsuchen der genomischen Callithrix jacchus-Cosmid-Bibliothek
Zunächst wird eine Callithrix jacchus-spezifische cDNA-Sonde für das CYP 19-Gen
hergestellt. Dazu wird das bereits zur Sequenzierung der Aromatase-Sequenz amplifizierte
cDNA-Teilstück cjARO4 verwendet, dessen Größe von 1000 bp eine ausreichende Spezifität
der Sonde gewährleistet. cDNA der cjARO4-Maxi-Präparation wird durch erneute RT-PCR
vermehrt und in einer Gelextraktion gereinigt. In der anschließenden Agarose-
Gelelektrophorese wird der Gehalt an der 1000 bp großen Sonden-cDNA auf 0,035 µg in 2 µl
geschätzt. Hieraus lässt sich eine Konzentration von 17,5 ng/ µl berechnen (Abb. 4.19).
35 ng dieser Sonde werden während eines Amplifizierungsschrittes radioaktiv markiert. Das
Sondenamplifikat zeigt eine Radioaktivität von 20x 106 cpm. Hiermit werden die
Genbibliothek-Filter hybridisiert. Nach Exposition und Entwicklung eines Röntgenfilmes
zeigt der Filter Nr. 131.2.134 ein positives Doppelsignal. Dies entspricht dem RZPD-Klon
MPMGc160C-04229Q2/3.
Dieser Klon wird ausplattiert, in Kultur vermehrt und die Cosmid-DNA durch abgewandelte
DNA-Mini-Präparation gewonnen. In Analogie zum Vorgehen bei der cDNA-Isolierung und
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-Klonierung wird das Cosmid durch RT-PCR auf den Gehalt des Aromatase-Gens überprüft.
Die Verwendung des Primerpaars hARO5 lässt ein 850 bp großes PCR-Produkt erwarten.
Dies bestätigt sich nach Agarose-Gelelektrophorese (Abb. 4.20) und ist bereits ein Hinweis
darauf, dass das Aromatase-Gen in dem Klon enthalten ist. Zur eindeutigen Identifizierung
soll das PCR-Produkt sequenziert werden. Dazu wird es nach Gelextraktion kloniert, in
Kultur vermehrt und nach DNA-Präparation der erfolgreiche Inserteinbau durch
Restriktionsanalyse mit den Enzymen NotI und HindIII bestätigt. Nach Sequenzierung und
Sequenzvergleich kann die Aromatase-Sequenz bestätigt werden.
Abb. 4.19: Agarose-Gelelektrophorese
zur Konzentrationsbestimmung der 1000
bp großen Aromatase-spezifischen Sonde
Abb. 4.20: Agarose-Gelelektrophorese
nach Aromatase-spezifischer Amplifi-
zierung aus einem RZPD-Klon
Somit steht ein für das CYP 19-Aromatase-Gen positiver Klon - der Klon MPMGc160C-
04229Q2/3 – zur Verfügung. Dieser soll im nächsten Schritt auf den vollständigen Gehalt des
Aromatase-Gens überprüft werden. Des Weiteren soll anhand seiner genomischen DNA-
Sequenz die Callithrix jacchus-spezifische Genstruktur des Aromatase-Gens näher untersucht
werden.
4.1.3.2 Intron-Größenbestimmung
Anhand der Callithrix jacchus-cDNA-Sequenz werden für den Weißbüschelaffen spezifische
Primerpaare (cjARO) ausgewählt. Forward- und reverse-Primer sind jeweils in benachbarten
Exons positioniert und überspannen so ein Intron. Ausgehend von 1 µl Cosmid-DNA als
Template soll die Intron-Sequenz durch RT-PCR amplifiziert werden. Abhängig von der
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1 cjARO1for cjARO1rev 53,8/ 56,1 /57,0°C E Intron 1
2 cjARO2for cjARO2rev 54,0/ 56,3°C E Intron 2
3 cjARO3for cjARO3rev 52,4/ 53,8/ 55,0°C E Intron 3
4 cjARO4for cjARO4rev 54,0/ 56,3/ 5,1°C E Intron 4
5 hARO3for cjARO5rev 49,7/ 51,7/ 53,0°C E Intron 5
6 cjARO6for cjARO6rev 51,0/ 52,9/ 54,3°C E Intron 6
7 cjARO7for cjARO7rev 53,5/ 56,1°C Pfu Intron 7
8 cjARO8for cjARO8rev 51,8/ 54,3/ 55,8°C E Intron 8
9 cjARO9for cjARO9rev 53,5/ 56,1°C Pfu Intron 9
Tab. 4.4: Zusammenfassung der getesteten RT-PCR-Parameter für die Intron-
Größenbestimmung; E = Elongase; Pfu = Turbo-Pfu-Polymerase
Intron 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Größe H. sapiens [bp] 95669 5965 9156 5430 3889 2901 673 2740 1445
Größe C. jacchus [bp]
(geschätzt nach Agarose-
Gelelektrophorese)




2900 670 2800 1500
Tab. 4.5: Übersicht über humane Aromatase-Intron-Größen und Ergebnis der Intron-
Größenbestimmung beim Weißbüschelaffen
Nach Agarose-Gelelektrophorese kann die Größe der PCR-Produkte (Abb. 4.21A und 4.21B)
abgelesen und damit die Intron-Größe geschätzt werden. Tab. 4.5 zeigt eine
Gegenüberstellung der Intron-Größen im humanen CYP 19-Gen und der Ergebnisse der
RT-PCR.
Die Introns 6, 7 und 9 des Weißbüschelaffen stimmen in ihrer Größe mit der des Menschen
überein. Intron 8 weicht dagegen mit 2800 bp um 60 bp vom nur 2740 bp großen Intron 8 des
Menschen ab. Diese Abweichung kann durch ein fehlendes Teilstück im Intron verursacht
sein. Denkbar ist auch das Vortäuschen von Intron-Größenunterschieden durch
Ungenauigkeiten bei der Größenabschätzung im Agarose-Gel.
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Die RT-PCR für die Introns 1 bis 5 liefert kein spezifisches Ergebnis. Suboptimale
Annealingtemperaturen als Ursache dafür können ausgeschlossen werden, da eine wiederholte
RT-PCR für die Introns 5 bei 57,9°C bzw. 3 und 2 bei 56,3°C kein besseres Ergebnis liefert.
Abb. 4.21: Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte zur Intron-Größenbestimmung
Die Annahme, Intron 5 sei beim Weißbüschelaffen kleiner als beim Menschen, muss
verworfen werden. Kontrolluntersuchungen an drei weiteren Klonen (X1 – X3) zeigen nach
Amplifikationsreaktion für Exon 5, 3 und 2 das gleiche Bandenverteilungsmuster wie der
Aromatase-Klon (Abb. 4.22). Dies spricht für eine unspezifische Primerbindung während der
RT-PCR und demnach unspezifische Amplifizierung. Genabschnitte in 5´-Richtung von
Intron 6 können nicht sicher identifiziert werden und sind wahrscheinlich nicht bzw. Intron 5
evtl. nur teilweise enthalten.
Zusammengefasst kann aus den vorangegangenen Untersuchungen abgeleitet werden, dass
der beim Durchsuchen der genomischen Bibliothek identifizierte RZPD-Klon nur einen
Teilabschnitt des Aromatase-Gens CYP 19 enthält. Dieser umfasst nachgewiesenermaßen den
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untranslatierten Region. Damit ist wahrscheinlich auch die restliche untranslatierte Region
enthalten.
Die Ergebnisse der Genstrukturbestimmung des Callithrix jacchus-CYP19-Gens sind in
Abb. 4.23 zusammengefasst. Der Vergleich mit der humanen Aromatase-Genstruktur
verdeutlicht die auch auf Genstrukturebene zumindest für die bisher aufgeklärten Abschnitte
hohe Homologie des CYP 19-Gens bei beiden Spezies.
Abb. 4.22: Agarose-Gelelektrophorese zur Kontrolle der spezifischen Bindung der Primer
für Exon 2, 3 und 5
Abb. 4.23: Humane und C. jacchus-CYP19-Genstruktur; prozentuale Angabe der Exon-
homologien zwischen Weißbüschelaffe und Mensch; gestrichelte Linie und
weißer Kasten kennzeichnen unbekannte Abschnitte bei Introns bzw. Exons.
Exon 5  3  2     5  3  2     5  3  2     5  3 2
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4.2.1 Herstellung und Charakterisierung eines für das Aromatase-Protein des
Weißbüschelaffen spezifischen, polyklonalen Antiserums
Zu Beginn dieser Arbeit soll ein polyklonaler Callithrix jacchus-spezifischer Anti-Aromatase-
Antikörper hergestellt und charakterisiert werden, mit dem Gewebe von Weißbüschelaffen
auf Proteinebene untersucht werden kann. Anhand der in der vorliegenden Arbeit
aufgeklärten Callithrix jacchus-Aminosäure-Sequenz wird in Zusammenarbeit mit der Firma
Pineda-Antikörperservice ein Peptid (Aminosäure-Sequenz: KPNEFTLENFAKNVPYR,
s. Abb. 4.16) auf Grund seiner immunogenen Eigenschaften ausgewählt und für die
Immunisierung von 3 Kaninchen hergestellt.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die Seren der drei immunisierten Tiere (S1 bis
S3) zum einen mittels Western Blot an mikrosomalem Plazentagewebe und zum anderen für
immunhistochemische Untersuchungen an Paraffingewebeschnitten von Plazenta und Ovar
charakterisiert.
4.2.1.1 Validierung im Western Blot
Im Gegensatz zum Präimmunserum (Tag 1) zeigen die 1:5000 verdünnten S2 und S3 vom
Tag 60 nach Immunisierung im Western Blot eine deutliche Bande bei einer Größe von
50 kDa (Abb. 4.24). Dies entspricht der geschätzten Größe des Aromatase-Proteins
(HARADA 1988).
Die Spezifität dieser Antikörper kann durch Blockierung nachgewiesen werden, d.h. bei
Präinkubation des Serums mit dem Immunisierungspeptid wird im Gegensatz zur
Positivkontrolle (Plazenta inkubiert mit ungeblocktem Aromatase-Antikörper) keine Bande
im Bereich von 50 kDa sichtbar (Abb. 4.25). Ein weiteres Indiz ist, dass die zytosolische
Gewebefraktion, entsprechend dem Überstand nach Ultrazentrifugation bei 40000g, bei
50 kDa ebenfalls negativ bleibt.
Die bei S1 in Höhe von 27 kDa deutlich hervortretende Bande muss als unspezifisch
eingestuft werden, da sie auch nach Peptid-Präinkubation noch sichtbar ist. Gleiches gilt für
eine Bande bei 60 kDa bei allen nicht aufgereinigten Seren.
S2 zeigt bereits nach 60 Tagen eine zusätzliche Bande bei 116 kDa in Plazentagewebe
(Abb. 4.26). Noch deutlicher ist sie zu erkennen im Blot mit aufgereinigtem Serum sowie bei
Färbung mit einem kommerziell erhältlichen monoklonalen Antikörper gegen Aromatase.
Auch S3 zeigt eine schwache Bande bei 116 kDa.
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Untersuchung der Seren von Tag 100 und der gereinigten Seren von Tag 130 nach
Immunisierung zeigen ein den Seren von Tag 60 ähnliches Ergebnis (ohne Abb.).
Abb. 4.24: Evaluierung von S1, S2 und S3 als Präimmunserum (Tag 1) bzw. 60 Tage nach
Immunisierung (Tag 61) in den Verdünnungen 1:5000 bzw. 1:20000 an jeweils
21 µg der 40000 g Mikrosomenfraktion von C.j.-Plazentagewebe im
Immunoblot. Die der Aromatase entsprechende Bande ist bei einer Größe von
ca. 50 kDa zu erwarten.
Abb. 4.25: Überprüfung der Spezifität von S1 bis S3 von Tag 60 nach Immunisierung in
einer Verdünnung von 1:5000 mit/ ohne (+/ -) Vorinkubation mit dem
Immunisierungspeptid zur Antikörper-Blockierung an jeweils 21 µg der
40000 g Mikrosomenfraktion (Pellet) und dem 40000 g Überstand von C.j.-
Plazentagewebe im Immunoblot. Die der Aromatase entsprechende Bande hat
eine Größe von ca. 50 kDa.
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Im folgenden Schritt wird die optimale Verdünnungsstufe der Seren für Untersuchungen
mittels Western Blot festgestellt. Nach Vergleich von Verdünnungen 1: 5000, 1:2000 (ohne
Abb.), 1:500, 1:200 und 1:50 (Abb. 4.26) unter Berücksichtigung der Intensität und Spezifität
der auftretenden bzw. gesuchten Banden erweist sich S3 in einer Verdünnung von 1:500 als
optimale Gebrauchsverdünnung für Plazentagewebe.
Abb. 4.26: Evaluierung der optimalen Gebrauchsverdünnung von den aufgereinigten S1
bis S3 vom Tag 130 nach Immunisierung in den angegebenen Verdünnungen
und Vergleich zu einem monoklonalen Aromatase-Antikörper (M) an jeweils
10 µg der 40000g Mikrosomenfraktion von C.j.-Plazentagewebe im
Immunoblot. Die der Aromatase entsprechende Bande hat eine Größe von ca.
50 kDa.
AK-Verdünnung = Antikörper-Verdünnung
Ein von der Arbeitsgruppe um Dr. P. Saunders (MRC Human Reproductive Sciences Unit, 37
Chalmers Street, Edinburgh EH3 9ET, UK) erzeugter monoklonaler Aromatase Antikörper
(TURNER et al., 2002) wird freundlicherweise für vergleichende Untersuchungen mit dem in
dieser Arbeit hergestellten polyklonalen Antiserum zur Verfügung gestellt.
Der direkte Vergleich der beiden Antikörper an identischem Probengewebe zeigt, dass sowohl
polyklonaler als auch monoklonaler Antikörper eine Bande bei 50 kDa färben (Abb. 4.26).
Von beiden wird demnach das Aromatase-Protein spezifisch erkannt. Dies ist eine weitere
Bestätigung der Spezifität des in der vorliegenden Arbeit zu validierenden polyklonalen
Antiserums.
Des Weiteren kann auch mit dem monoklonalen Antikörper die mit dem polyklonalen
Antiserum bei 116 kDa gezeigte Bande nachgewiesen werden. Dies ist ein weiterer Hinweis
dafür, dass diese Bande Aromatase-spezifisch ist.










































4.2.1.2 Validierung in der Immunhistologie an Paraffinschnitten
Der polyklonale Antikörper wird auch in der Immunhistochemie getestet. Dazu werden
Formalin fixierte Paraffinschnitte von Plazenta und Ovar mit den drei verschiedenen
affinitätsgereinigten Kaninchenseren inkubiert. Präimmunseren von Tag 1 der Immunisierung
sowie die IgG-Fraktion aus dem Serum nicht immunisierter Tiere fungieren als allgemeine
Negativkontrolle, Präinkubation der Seren mit dem Immunisierungspeptid als spezifische
Negativkontrolle. Als Negativkontrolle auf Organebene dienen Uterusgewebeschnitte.
Durch alle drei Seren wird der Synzytiotrophoblast in Plazentagewebe spezifisch angefärbt.
Dies kann durch Peptid-Präinkubation blockiert werden (Abb. 4.28). In gleicher Weise verhält
sich das Zytoplasma von Lutealzellen in Ovargewebeschnitten (Abb. 4.27).
Dabei bewirkt das Serum des dritten Tieres (S3) eine stärkere und spezifischere Färbung als
die Seren der anderen beiden Tiere (S2, S1). Damit erweist sich in Übereinstimmung mit den
Ergebnissen des Western Blot S3 als optimal für die Immunhistochemie. Bei
Serumverdünnungen von 1:50 für Plazenta und 1:100 für Ovar werden aussagekräftige
Resultate erzielt.
4.2.2 Untersuchung der Aromatase-Expression in Gelbkörper und Hoden unter
verschiedenen physiologischen Bedingungen
Mit dem für Plazenta- und Ovargewebe im Immunoblot und in der Immunhistochemie
charakterisierten polyklonalen Aromatase-Antikörper sollen weitere Gewebe auf ihren
Aromatase-Gehalt überprüft werden. Besonderes Interesse gilt dabei regulativen
Veränderungen der Aromatase-Expression.
Beim weiblichen Tier sind insbesondere die regulativen Vorgänge während des
Zyklusgeschehens und der Gravidität von Bedeutung. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollen diese Veränderungen an Gelbkörpergewebe untersucht werden.
Beim männlichen Tier ist das Östrogen im Reproduktionsgeschehen besonders bei der
Spermiogenese von Bedeutung. In Anlehnung an die in der Literatur beschriebenen
altersabhängigen Expressionsunterschiede im Hoden (CARREAU et al. 2003) soll
Hodengewebe von Weißbüschelaffen verschiedener Altersstufen untersucht werden.
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Abb. 4.27: Immunhistochemische Lokalisierung von Aromatase in Formalin fixierten
Paraffingewebeschnitten von Ovar (Lutealphase d 14) mit S3 (1:50) (A) und
den Negativkontrollen IgG (1:50) (B) und S3 nach Vorinkubation mit dem
Immunisierungspeptid (C). CL = Corpus luteum; L = Luteinzelle;














Abb. 4.28: Immunhistochemische Validierung des polyklonalen Aromatase-Antikörpers
an Formalin fixierten Paraffinschnitten von Plazenta (A-G; post partum) und
Uterus (H; Gravidität d 29) mit S3 (A, B, H), S2 (C, D), S1 (E, F), und IgG (G)
in 1:50 (A-G) bzw. 1:100 (H) Verdünnung. Die Seren von B, D, F wurden mit
dem Immunisierungspeptid vorinkubiert. E = Endometrium; M = Myometrium;

















Mikrosomale Fraktionen von Lutealgewebe aus unterschiedlichen Zyklus- bzw.
Graviditätsstadien von Callithrix jacchus werden im Western Blot mit S3 in einer
Verdünnung von 1:500 qualitativ auf ihren Aromatase-Gehalt untersucht (Abb. 4.29). Dabei
werden je 10 µg Gewebe pro Spur eingesetzt.
Der Blot zeigt von früher Follikelphase (Tag 3 bis 4 = FP 3/4) bis zur späten Lutealphase
(Tag 14 = LP 14) eine Intensivierung der bei 50 kDa für Aromatase positiven Bande. Eine
weitere Zunahme der Bandenfärbung wird mit fortschreitender Gravidität erkennbar (Tag 30
bis 98). Im post partum Gelbkörper erscheint kein positives Signal mehr.
Abb. 4.29: Immunoblot an je 10 µg Gelbkörpergewebe verschiedener Zyklus- und
Graviditätsstadien mit S3 in einer Verdünnung von 1:500. Die Aromatase zeigt
eine spezifische Bande bei 50 kDa.
pp = Post-partum-Gelbkörper
FP/ LP/ G x = Follikelphase/ Lutealphase/ Gravidität Tag x
Zur Bestätigung der Untersuchungen im Western Blot und zur Zell-spezifischen
Lokalisierung der Aromatase werden Formalin fixierte Paraffinschnitte von Ovarien
verschiedener Zyklusstadien mit S3 in einer Verdünnung von 1:100 bzw. 1:500
immunhistochemisch gefärbt. Dabei sind in früher und später Follikelphase vereinzelt
Aromatase-positive Zellen in der Granulosaschicht von tertiären Follikeln zu verzeichnen.
Ovarielles Gewebe mit präovulatorischen Follikeln steht für eine immunhistologische
Untersuchung nicht zur Verfügung. Gelbkörper der frühen Lutealphase (Tag 3 bis 4) sowie
Regressionsgelbkörper zeigen vereinzelt Aromatase-positiv gefärbtes Zytoplasma. Dagegen
weist das Zytoplasma von Corpora lutea aus später Gelbkörperphase sowie aus verschiedenen
Graviditätsstadien im gesamten Gelbkörperbereich eine teils homogene, teils heterogene
positive Färbung auf (Abb. 4.30).











Abb. 4.30: Immunhistologische Lokalisierung von Aromatase in Ovargewebe
verschiedener Zyklusstadien (Follikelphase d 3/ 4 (A), Lutealphase d 8/ 9 (B),
Gravidität d 29 (C) bzw. d 135 (D)) mit S3 in einer Verdünnung von 1:100 (A)
bzw. 1:500 (B, C, D); CL = Corpus luteum; L = Luteinzelle; Str = Ovarstroma.
Der Maßstab entspricht 50 µm.
Somit zeigt sich zusammengefasst im Zyklusverlauf während der Follikelphase eine
zunehmende Aromatase-Expression in den Granulosazellen des Follikels, die sich in der















Zur Lokalisierung der Aromatase im Hoden von Weißbüschelaffen werden zunächst Formalin
fixierte Paraffinschnitte von Hodengewebe adulter Männchen immunhistochemisch mit S3 in
einer Verdünnung von 1:100 gefärbt (Abb. 4.31). Im Gegensatz zur IgG-Negativkontrolle
färbt sich das Zytoplasma von Leydig- und Sertoli-Zellen an.
Die Alters-abhängige Aromatase-Expression wird anschließend an Paraffingewebeschnitten
von Hoden juveniler, adulter und seniler Weißbüschelaffenmännchen mit S3 in einer
Verdünnung von 1:50 untersucht (Abb. 4.32). Am wenigsten Anfärbung zeigt sich in juvenilem
Hodengewebe. Hodengewebe von senilen Tieren zeigt dagegen deutliche Anfärbung,
allerdings nur vereinzelter Zellen. Die stärkste Anfärbung findet sich bei adulten Männchen in
Sertoli- und Leydig-Zell-Zytoplasma. Zusammengefasst ist eine zunehmende Intensität der
Anfärbung von Sertoli- und Leydig-Zellen von juvenilem über seniles zu adultem
Hodengewebe festzustellen.
Abb. 4.31: Immunhistologische Lokalisierung von Aromatase in adultem Hodengewebe
(A, B) mit S3 (A) und als Negativkontrolle IgG (B) in einer Verdünnung von
1:100; LZ = Leydig-Zelle; SZ = Sertoli-Zelle; T = Tubulus; Lu = Lumen;












Abb. 4.32: Immunhistologische Lokalisierung der Aromatase mit S3 (1:100; A, C und D)
und IgG-Negativkontrolle (1:100; B) in Hodengewebe unterschiedlicher
Altersstufen (adult (A, B), senil (C), juvenil (D)); LZ = Leydig-Zelle;
SZ = Sertoli-Zelle; T = Tubulus; Lu = Lumen; Str = Stroma. Der Maßstab























Als Modelltier in der reproduktionsmedizinischen Forschung spielt der Weißbüschelaffe in
den letzten Jahrzehnten eine immer größere Rolle. Man nimmt an, dass er aufgrund seiner
phylogenetischen Nähe zum Menschen diesem auch in Physiologie und Endokrinologie sehr
ähnlich ist. In weiten Bereichen ist dies jedoch noch nicht genau belegt. Die
Grundlagenforschung an menschlichem Gewebe ist besonders in der Reproduktionsmedizin
in vielerlei Hinsicht eingeschränkt, wenn nicht sogar unmöglich. Ursachen hierfür sind die
erschwerte Probengewinnung und die mangelnde Verfügbarkeit von Probenmaterial, die
wiederum oft in einer ungenügenden Probenanzahl resultieren. Nicht zuletzt ist eine
Probennahme beim Menschen oft aus ethischen Gründen nicht vertretbar.
Darüber hinaus ist vor allem bei der Untersuchung von Regulation und Funktion des
Hormonstoffwechsels zu berücksichtigen, dass Proben vom Menschen häufig nur bei
gleichzeitig vorliegender medizinischer Indikation bzw. pathologischer Situation entnommen
werden. Ein Beispiel hierfür sind Probennahmen bei Patienten zur Sterilitätsbehandlung,
insbesondere bei Sterilität unbekannter Ursache. Die Untersuchungsergebnisse solcher
Probennahmen können keiner physiologischen Situation zugeordnet werden. Aus diesem
Grunde werden Versuchstiermodelle benötigt, bei denen Proben unter definierten
Bedingungen gewonnen werden können, z.B. durch eine der Probennahme vorangehende
Zykluskontrolle, Haltung unter standardisierten Bedingungen und Überwachung des
Gesundheitszustandes.
Ziel dieser Arbeit ist es, das bisherige Wissen über den Weißbüschelaffen auf dem
reproduktionsbiologisch und therapeutisch wichtigen Gebiet des Östradiolstoffwechsels zu
erweitern. Durch die erfolgreiche Aufklärung der gesamten codierenden Aromatase-cDNA-
Sequenz, das Aufdecken eines Teils der CYP19-Genstruktur, die Charakterisierung eines
neuen polyklonalen Anti-Aromatase-Antikörpers und die Analyse der Aromatase-mRNA-
Expression sowie der Aromatase-Protein-Lokalisation in verschiedenen Geweben der
Peripherie bzw. des weiblichen und männlichen Reproduktionstraktes ist dies erreicht
worden. Damit kann die Östrogensynthese beim Weißbüschelaffen auch auf molekularer und
proteinbiochemischer Ebene mit der des Menschen, anderer Primaten und weiterer Spezies
verglichen werden und Callithrix jacchus als geeignetes Versuchstiermodell für den
Menschen angesehen werden.
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5.1 Aromatase-cDNA-Klonierung und Vergleich der Callithrix jacchus-Sequenzanalyse mit
der des Menschen, der Primaten und anderer Spezies
Der das Protein codierende Bereich zwischen Start- und Stop-Codon der Aromatase-cDNA
und damit auch die Größe des Aromatase-Proteins sind für die bisher analysierten Wirbeltiere,
insbesondere die Säugetiere stark konserviert. Für Mensch, Pferd, Schwein, Rind, Schaf und
Ziege sowie Kaninchen und Maus umfassen ersterer 1509 bp und letztere 503 Aminosäuren.
Nur die Ratte weicht mit 1597 bp und 508 Aminosäuren hiervon ab (HICKEY et al. 1990).
Aufgrund des hohen Konservierungsgrades der Aromatase-Sequenz können Primer für die
Amplifizierung und Isolierung der Aromatase-cDNA des Weißbüschelaffen von der humanen
Aromatase-Sequenz (SIMPSON et al. 1987) abgeleitet werden. Der Versuch der
3´-/ 5´-RACE-PCR, die in nur einem Reaktionsablauf die gesamte codierende cDNA
amplifizieren soll, erbringt kein weiterführendes Ergebnis. Vielmehr erweist sich das Produkt
mit ca. 2300 bp als zu groß für die Klonierung. Die gleichzeitig eingesetzte Methode der RT-
PCR führt durch Beschränkung auf kleine cDNA-Abschnitte bei der Amplifizierung und
Klonierung zum Erfolg. Bereits zu diesem Zeitpunkt zeichnet sich eine hohe Homologie
zwischen der humanen cDNA-Sequenz und der des Callithrix jacchus ab. Die Größen der
Amplifizierungsprodukte entsprechen den in Analogie zur humanen Sequenz berechneten
Werten. Ebenso deutet ähnliches Verhalten bei der Restriktionsenzymanalyse auf eine
Sequenzhomologie zumindest im Bereich der verwendeten Restriktionsenzymschnittstellen
hin. Es folgt die Sequenzierung der einzelnen cDNA-Teilstücke, und die gesamte codierende
cDNA-Sequenz der Weißbüschelaffen-Aromatase wird im Rahmen dieser Arbeit
zusammengestellt. Die Sequenzanalyse bestätigt die bereits erwartete hohe Homologie zur
humanen Aromatase-cDNA-Sequenz. Die Abweichungen im Bereich der Primer sind so
gering, dass die Bindung an die Weißbüschelaffen-cDNA und damit die Bildung des zum
Start der Amplifizierungsreaktion benötigten Doppelstrangs nicht beeinträchtigt wird.
Der Weißbüschelaffe ist neben dem Menschen die erste Primatenart, bei der die gesamte
codierende cDNA-Sequenz des Östrogensynthese-Enzyms Aromatase bestimmt ist. Die beim
Rotgesichtmakaken (M. fuscata) und Rhesusaffen (M. mulatta) bisher bekannten
Sequenzabschnitte stellen maximal ein Fünftel der translatierten cDNA-Sequenz dar. Der
Sequenzvergleich ab Translationsstartpunkt in Exon 2 der cDNA zeigt eine Homologie
zwischen Weißbüschelaffe und Mensch, Rotgesichtmakak bzw. Rhesusaffe von 94,7%,
95,8% bzw. 95,7%. Die meisten Basenabweichungen treten zwischen dem Weißüschelaffen
und dem Menschen auf, die wenigsten - wegen des hohen Verwandtschaftsgrades - zwischen
dem Rotgesichtmakaken und dem Rhesusaffen. Dabei sind Basenaustausche, die beim
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Weißbüschelaffen und Menschen auftreten, zum einen beim Vergleich von Menschen und
Makaken, zum anderen beim Vergleich von Rotgesichtmakaken und Rhesusaffen wieder zu
finden. Dies spricht dafür, dass tatsächlich eine Sequenzabweichung vorliegt.
Der nicht translatierte Bereich der cDNA weist die stärksten Abweichungen auf. Hier wirken
sich Veränderungen jedoch nicht auf das Aromatase-Protein selbst und damit auch nicht auf
seine Funktion aus. Die Abweichungen sind demnach einem geringeren Selektionsdruck
ausgesetzt. In Übereinstimmung mit der Expression von Hirn- bzw. Plazenta-spezifischem
Exon 1 beträgt die Homologie zwischen dem Rotgesichtmakaken (Hirn-spezifisches Exon 1)
und dem Weißbüschelaffen (Plazenta-spezifisches Exon 1) nur 41% im Gegensatz zu 75%
zwischen dem Weißbüschelaffen und dem Menschen (jeweils Plazenta-spezifische Exons 1).
Die großen Unterschiede zwischen den Exons 1 verschiedener Gewebe bei ansonsten relativ
hoher Homologie der translatierten Region deuten darauf hin, dass auch beim
Weißbüschelaffen das Exon 1 und der zugehörige Promoter gewebespezifisch transkribiert
bzw. gesteuert werden.
Betrachtet man die Aminosäure-Sequenz der Aromatase, so sind auch hier für den weiten
Bereich der Wirbeltiere vom Fisch über den Vogel bis hin zum Säugetier Aminosäure-
Sequenz-Homologien von 50 bis 90% (KAMAT et al. 2002) und damit eine starke
Konservierung des Aromatase-Proteins zu verzeichnen. Dabei werden im Vergleich mit der
humanen Aminosäure-Sequenz für die Forelle eine Homologie von 52-57%, für das Huhn von
71-73%, für die Ratte von 76-77%, für die Maus von 79-81% und für das Rind von 84-86%
beschrieben (TODA et al. 1990, HINSHELWOOD et al. 1993). Mit einer Aminosäure-
Sequenz-Homologie von 93%, die die hohe Übereinstimmung der translatierten Region der
Aromatase-cDNA widerspiegelt, wird die phylogenetische Nähe des Weißbüschelaffen zum
Menschen deutlich. Auch in den stark konservierten und funktionell bedeutenden Regionen
(CORBIN et al. 1988, CONLEY u. HINSHELWOOD 2001) (s. Abb. 4.18) ist beim
Weißbüschelaffen eine höhere Homologie zum Menschen und anderen Primaten zu
verzeichnen als bei anderen Spezies wie z.B. der Ratte.
Zusammenfassend besteht die höchste Homologie zwischen dem Weißbüschelaffen und den
verschiedenen Spezies bei den konservierten Aminosäure-Sequenzabschnitten. Das ist für
Mensch, Rind und Kaninchen vor allem die vermutliche Substratbindungsregion (I-Helix), für
die anderen Spezies die Häm-Bindungsregion. Dies steht im Einklang mit der für alle Spezies
gleichen prosthetischen Gruppe, dem Häm, sowie den gleichen natürlichen Substraten
Androstendion und Testosteron.
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Im Einzelnen sind im Bereich der I-Helix als vermutlicher Substrat bindender Region die am
Reaktionsmechanismus direkt beteiligten Aminosäuren Threonin 310 (T310), Prolin 308
(P308) und Glutamat 302 (E302) stark konserviert. Dies erklärt sich aus der Beteiligung von
T310 an der Protonenübertragung auf den Häm gebundenen Sauerstoff. P308 beeinflusst die
Konformation der Substrat bindenden Tasche und damit die Passform des Substrats
(SIMPSON et al. 1994).
Der Aminosäure 436 (beim Weißbüschelaffen Serin statt Glycin beim Menschen) im Bereich
der Häm-Bindungsdomäne konnte bisher keine Funktion zugewiesen werden. Auffällig sind
die geringe Größe bzw. die kurzen Seitenketten der an dieser Stelle möglichen Aminosäure-
Variationen. Da diese Aminosäure dem funktionell wichtigen Häm-bindenden Cystein (C437)
direkt benachbart ist, liegt die Vermutung nahe, dass die geringe Größe der betreffenden
Aminosäuren für eine ungestörte Bindung des Häm-Eisens und damit der prosthetischen
Gruppe erforderlich ist. Letztere ist für die korrekte Konformation des aktiven Zentrums
unerlässlich. Die Tatsache, dass auch an Position 438 (Alanin) und 439 (Glycin) nur kurze
Aminosäureseitenketten vorkommen, unterstützt die obige Annahme.
An der Position 475 ist fraglich, welche Auswirkungen der Austausch einer polaren,
ungeladenen Aminosäure (Asparagin) mit einer basischen Aminosäure (Histidin) beim
Menschen hat. Wichtig ist an dieser Stelle das Stickstoffatom für den Reaktionsablauf. Es ist
anzunehmen, dass das Asparagin (N475), welches außer beim Menschen bei allen Spezies an
dieser Stelle zu finden ist, durch die der Amino-Gruppe benachbarte Oxogruppe eine stärker
polarisierende Wirkung als Histidin (H475) hat. Damit wäre es effektiver in der Katalyse der
Aromatase-Reaktion. Dies stünde im Einklang mit der Vermutung von GRAHAM-
LORENCE et al. (1995), dass beim Menschen das konservierte Lysin (K473) von vorrangiger
Bedeutung für den Reaktionsmechanismus ist, bei anderen Spezies dagegen das Asparagin
(N475).
5.2 mRNA-Transkriptanalyse
Die Transkriptgrößen der Weißbüschelaffen-Aromatase-mRNA zeigen mit 2,9 kb und 3,4 kb
Übereinstimmung mit denen des Menschen. Beim Weißbüschelaffen können allerdings wie
auch beim Anubispavian (Papio anubis) drei Transkriptvarianten identifiziert werden. Mit
3,4 kb, 2,9 kb und 1,9 kb beim Weißbüschelaffen ähneln die Größenordnungen der
Transkripte denen des Pavian mit 3,6 kb, 3,0 kb, und 1,7 kb (HILD-PETITO u. FAZLEABAS
1997).
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Das 3,4 kb große Transkript wird beim Menschen am stärksten expremiert (DOODY et al.
1990), beim Weißbüschelaffen das 3,4 kb und das 2,9 kb große gleichstark und insgesamt
stärker als das 1,9 kb große Transkript. Dagegen expremiert der Javaneraffe
(Macaca fascicularis) im Gelbkörpergewebe das kleinere Transkript der Doppelbande bei
2,8 kb stärker (BENYO et al. 1993).
Die verschiedenen Transkriptgrößen werden beim Menschen dem Vorkommen zweier
unterschiedlicher Polyadenylierungssignale in Exon 10 zugeschrieben (KAMAT et al. 1998).
Dies ist auch die wahrscheinlichste Erklärung für das Auftreten verschiedener
mRNA-Transkripte der Aromatase beim Weißbüschelaffen, Anubispavian und Javaneraffen.
Dabei geht aus den Untersuchungsergebnissen nicht hervor, welches der jeweiligen
Transkripte translatiert wird. Die Expressionsstärke kann lediglich ein Hinweis sein. Da das
Polyadenylierungssignal nicht in dem Protein codierenden Bereich liegt, ist auch eine
Translation aller mRNA-Transkripte denkbar. Korrelation der Expression verschiedener
mRNA-Transkripte mit der Protein-Expression bzw. mit der Enzymaktivität könnte
Aufschluss über die Funktion der verschieden großen mRNA-Transkripte geben.
Denkbar als Ursache von mRNA-Transkriptvarianten unterschiedlicher Größe ist auch die
Prozessierung bisher nicht beschriebener Spleißvarianten. Die kürzere Transkriptvariante
könnte dabei in Analogie zu den bakteriellen Cytochromen P450 eine lösliche Variante
darstellen. Bei mitochondrialem Ursprung (CONLEY u. WALTERS 1999) könnte sie in
Übereinstimmung mit der Endosymbiontentheorie ein Überbleibsel bakteriellen Genoms
(YANG et al. 1985) sein. Aufgrund fehlender Koppelungsmöglichkeit zur Membran-
ständigen NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase wäre für ein funktionell aktives Enzym
jedoch ein anderer Redoxpartner wie z.B. FADH erforderlich.
5.3 Genstrukturanalyse
Die Größe des CYP19-Aromatase-Gens reicht von 2,4 kb beim Fisch (Medaka) bis zu 34 kb
für die codierende Region beim Menschen (KAMAT et al. 2002). Trotz dieser
Größenunterschiede ist die bereits für das Aromatase-Protein beschriebene hohe
Übereinstimmung auch auf genomischer Ebene stark ausgeprägt. Die Exon-Intron-Grenzen
im CYP19-Gen sind bei den bisher untersuchten Vertebraten identisch (CONLEY u.
WALTERS 1999). Auch beim Weißbüschelaffen können Exon-Intron-Grenzen in der cDNA-
Sequenz bestimmt werden, die mit denen des Menschen identisch sind. Die Größe der Exons
2 bis 9 stimmt ebenfalls mit der von TODA et al. (1990) beschriebenen überein, da im
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Vergleich zur humanen cDNA fehlende Sequenzabschnitte nur in den nicht translatierten
Regionen der humanen cDNA-Sequenz liegen.
Beim Durchsuchen der Callithrix jacchus-spezifischen Cosmid-Bibliothek wird der
RZPD-Klon MPMGc160C-04229Q2/3 identifiziert, der durch PCR, Restriktionsanalyse und
nachfolgende Sequenzierung als Aromatase-positiv bestätigt werden kann. Anhand dieses
Klons kann die Genstruktur des CYP19-Gens näher untersucht werden. Die Introns 6 bis 9
des Callithrix jacchus-CYP19-Gens weisen eine den humanen Introns weitgehend
vergleichbare Größe auf.
Grundsätzlich werden bei der Herstellung einer Genbibliothek die in Cosmide
einzubringenden Teilstücke zufällig erstellt, d.h. es werden auch Inserts generiert, die
unvollständige Gene enthalten. Darüber hinaus können Cosmide nur Genabschnitte mit einer
Größe von maximal 45 kb aufnehmen. In Analogie zum Menschen umfasst der codierende
Bereich des Aromatase-Gens beim Weißbüschelaffen aber wahrscheinlich bereits ca. 34 kb.
Daher scheint es nicht verwunderlich, dass nur Exon 6 bis 10 und Intron 6 bis 9 vollständig
im identifizierten Klon enthalten sind. Dies macht eine weiterführende Untersuchung der in
5´-Richtung gelegenen Struktur des CYP19-Gens unmöglich.
Die zur Identifizierung des Klons verwendete Sonde umfasst 26 Basenpaare aus Exon 5, Exon
6 bis Exon 10 und einen Anteil des nicht translatierten 3´-Endes. Mit einer zweiten Sonde, die
Anteile von Exon 1 bis 5 enthalten sollte, ließe sich vielleicht ein weiterer, das Aromatase-
Gen enthaltender Klon identifizieren. Ebenso könnte das 5´-Ende des Gens durch eine Sonde
bestimmt werden, die Plazenta-spezifisches Exon 1 des Weißbüschelaffen umfasst. Eine
Untersuchung der in 5´-Richtung gelegenen regulatorischen Elemente, die beim Menschen
einen Genabschnitt von ca. 90 kb (BULUN et al. 2003) umfassen, erfordert also die
Identifizierung weiterer Klone. Die dazu verwendeten Sonden könnten in Analogie zu cDNA-
Sequenzen der beim Menschen bekannten gewebespezifischen Exons 1 synthetisiert werden.
Damit wäre die Bestimmung der vollständigen Genstruktur möglich. Bei einer
Überdeckungstiefe (Coverage) dieser Genbibliothek von nur 1,5 ist jedes Insert im
Durchschnitt jedoch nur 1,5-mal als Klon enthalten. Bei einer erwünschten Überdeckungstiefe
von 10, mindestens aber 2 (National Human Genome Research Institute 2004) ist es damit
statistisch unwahrscheinlich, dass das gesamte Genom von Callithrix jacchus durch diese
Genbank abgedeckt ist. Selbst bei erneutem Durchsuchen der Bibliothek mit optimierten
Sonden erscheint es fraglich, ob weitere, für die Aromatase positive Klone identifiziert
werden können.
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Aufgrund der bisher gefundenen Übereinstimmung ist jedoch anzunehmen, dass auch beim
Weißbüschelaffen die Regulierung des Aromatase-Gens wie beim Menschen entsprechend
der Genstruktur über gewebespezifische Promotoren erfolgt. Der experimentelle Nachweis
ähnlicher regulatorischer Verhältnisse bleibt jedoch unerlässlich.
5.4 Spezifität des polyklonalen Antikörpers gegen Callithrix jacchus-Aromatase
Der im Rahmen der vorgelegten Arbeit hergestellte für Callithrix jacchus spezifische
Aromatase-Antikörper ermöglicht die Charakterisierung des Aromatase-Proteins beim
Weißbüschelaffen. Dieser polyklonale Antikörper eignet sich aufgrund folgender
Betrachtungen für proteinbiochemische Untersuchungen.
Das zur Immunisierung gegen die Aromatase gewählte Peptid findet sich in einem
hydrophilen (CHEN und ZHOU 1992) Abschnitt des Aromatase-Aminosäure-Proteins
wieder, der im Übergang der β-Faltblattstruktur zur Meander-Struktur, einem konservierten
Zufallsknäuel, positioniert ist (s. Abb. 4.18). Demnach liegt das vom Aromatase-Antikörper
erkannte Epitop an der Oberfläche des Proteins und ist einer Antikörperbindung gut
zugänglich.
Die mit dem polyklonalen Antikörper im Western Blot von Plazentagewebe identifizierte
Bande von 50 kDa stimmt in ihrer Größe mit den Literaturangaben für die Aromatase überein,
die von 50 bis 55 kDa variieren (CORBIN et al. 1988, HARADA 1988, TURNER et al.
2002). Die immunhistochemische Untersuchung zeigt ein ausschließlich zytoplasmatisches
Signal, was mit der Lokalisation der Aromatase übereinstimmt (SIMPSON et al. 1994). In
Einklang mit NAGANUMA et al. (1990), die die Aromatase im Synzytiotrophoblasten von
humaner Plazenta nachweisen, kann im Plazentagewebe des Weißbüschelaffen ein gleiches
Verteilungsmuster gezeigt werden.
Die Spezifität des polyklonalen Aromatase-Antikörpers beweisen Negativkontrollen, bei
denen der Antikörper mit dem Immunisierungspeptid spezifisch blockiert wird. Des Weiteren
wird sie dadurch bestätigt, dass ein von TURNER et al. (2002) hergestellter Aromatase-
spezifischer Antikörper in gleichen Testgeweben vergleichbare Ergebnisse zeigt. Dieser aus
Maus-Serum gewonnene monoklonale Antikörper richtet sich ebenfalls gegen einen mit der
Weißbüschelaffen-Sequenz übereinstimmenden konservierten Proteinabschnitt des humanen
Aromatase-Proteins (Aminosäuren 376 bis 390: KALEDDVIDGYPVKKC). Er ist in einer
von CHEN und ZHOU (1992) als eher hydrophob beschriebenen β-Faltblattstruktur gelegen.
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Interessant ist, dass neben der bereits diskutierten Aromatase-spezifischen Bande bei 50 kDa
bei hohen Konzentrationen des polyklonalen Aromatase-Antikörpers im Immunoblot
zusätzlich eine Bande bei 116 kDa nachgewiesen werden kann. Diese ist ebenfalls spezifisch
für die Aromatase, da sie auch von dem von TURNER et al. (2002) zur Verfügung gestellten
monoklonalen Antikörper erkannt wird. Darüber hinaus lässt sie sich durch Präinkubation des
polyklonalen Antikörpers mit dem Immunisierungspeptid blockieren. Da sie mit 116 kDa
ungefähr das Doppelte der 50 kDa großen Aromatase-spezifischen Bande beträgt, stellt sie
mit hoher Wahrscheinlichkeit Aromatase-Dimer dar. Dies steht in Einklang mit KELLIS und
VICKERY (1987), die Banden von 105 und 150 kDa Größe nachweisen und die Existenz von
Di- und Trimeren vermuten. Daneben ist auch die Bildung eines Komplexes aus der 50 kDa
großen Aromatase mit der NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase mit einer Größe von ca.
66 kDa als Erklärung denkbar. BACKES und KELLEY (2003) beschreiben die Fähigkeit der
NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase, mit Cytochromen P450 funktionelle 1:1-Komplexe zu
bilden. Darüber hinaus sehen sie für Enzyme, die am P450-System beteiligt sind, die
Möglichkeit, zu interagieren und damit oligomere Komplexe zu formen.
Nach vergleichender Betrachtung der Seren S1 bis S3 vom Tag 60 nach Immunisierung
erscheint Serum 1 mit vielen unspezifischen Banden ungeeignet für Aromatase-spezifische
Untersuchungen. Gleiches gilt für Serum 2 trotz deutlicher Bande bei 50 kDa. Serum 3
dagegen zeichnet sich durch eine deutliche Aromatase-spezifische Bande aus, wobei nur in
geringem Maße unspezifische Banden auftreten. Serum 3 vom 130. Tag nach Immunisierung
färbt nach Aufreinigung durch Antigen-Affinitätschromatographie noch deutlicher und
spezifischer als Serum 3 vom Tag 60 nach Immunisierung. Neben Analysen verschiedener
Gewebe und Gewebestadien beim Weißbüschelaffen, wie sie in der vorliegenden Arbeit
durchgeführt worden sind, ist der Aromatase-Antikörper mit an Sicherheit grenzender
Wahrscheinlichkeit auch für proteinbiochemische Untersuchungen von Geweben anderer
Spezies geeignet. Dies rührt daher, dass das vom Antikörper erkannte Epitop so ausgewählt
ist, dass die zugrunde liegende Peptid-Sequenz in einer konservierten Region positioniert ist.
Daher zeigt sie mit Ausnahme von einem Basenaustausch bei Ratte, Maus und Pferd keine
Abweichungen zu Aminosäure-Sequenzen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Spezies. Von Kreuzreaktionen des Callithrix jacchus-spezifischen Antikörpers mit der
Aromatase aller hier verglichenen Spezies ist auszugehen, da auch TURNER et al. (2002) mit
ihrem monoklonalen Aromatase-Antikörper für den Weißbüschelaffen (Sequenzvergleich des
Immunisierungspeptids s. Abb. 4.18) immunhistochemische Untersuchungen an Geweben
von Mensch, Ratte und Maus erfolgreich durchgeführt haben. Der in dieser Arbeit
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charakterisierte Antikörper ermöglicht damit Versuche zum Spezies übergreifenden Vergleich
der Aromatase auf Proteinebene. Da für die verschiedenen Gewebe der gleiche Antikörper
verwendet wird, können aussagekräftige Vergleichsergebnisse erzielt werden. Besonders
interessant wären Untersuchungen in dieser Richtung im Hinblick auf weitere Klärung der
Evolution des Östrogenstoffwechsels.
5.5 Analyse der gewebespezifischen Expression von Aromatase-mRNA und Protein
5.5.1 Expression im weiblichen Reproduktionstrakt
In der Arbeitsgruppe, in der auch die Daten der vorliegenden Arbeit erstellt worden sind, ist
für den Weißbüschelaffen bereits Aromatase-mRNA-Expression in Plazenta- und
Gelbkörpergewebe nachgewiesen worden (HUSEN et al. 2003). Der Northern Blot zeigt, dass
Aromatase-mRNA zu allen untersuchten Zeitpunkten der Gravidität in der Plazenta (Tag 38,
98 und 135) und im Gelbkörper (Tag 13/14, 29, 38 und 98) des Weißbüschelaffen expremiert
wird. Der qualitative Vergleich verdeutlicht, dass der Aromatase-mRNA-Gehalt im
Gelbkörpergewebe verschiedener Graviditätsstadien höher ist als in der Plazenta der
entsprechenden Stadien.
In Übereinstimmung mit der Aromatase-mRNA-Expression kann das Aromatase-Protein in
der vorliegenden Arbeit wie bei TURNER et al. (2002) im Synzytiotrophoblasten der
Weißbüschelaffen-Plazenta bzw. in der mikrosomalen Fraktion von Plazentagewebe
lokalisiert werden. Aromatase-Protein wird im Immunoblot und immunhistochemisch - außer
beim post partalen Regressions-Gelbkörper - ebenfalls im Gelbkörpergewebe aller
untersuchten Stadien nachgewiesen. Darüber hinaus kann im Immunoblot mit dem
Zyklusverlauf bzw. mit fortschreitender Gravidität eine Zunahme des Aromatase-Gehalts im
Gelbkörpergewebe festgestellt werden. Im Gelbkörper der frühen Follikelphase sind nur
geringe Signale zu verzeichnen. Diese stammen, wie nachfolgende immunhistochemische
Untersuchungen zeigen, aus Gelbkörpern des vorangegangenen Zyklus (Regressions-
Gelbkörper).
In Übereinstimmung mit Untersuchungen der mRNA-Expression im Northern Blot sowie der
Protein-Expression im Immunoblot zeigen immunhistochemische Untersuchungen am
Gelbkörpergewebe der frühen Lutealphase sowie während der Regression nur vereinzelte
Aromatase-positive Lutealzellen. Corpora lutea aus später Gelbkörperphase und Gravidität
weisen eine teils homogene, teils heterogene Verteilung der Aromatase auf. Dies stimmt mit
den Ergebnissen von TURNER et al. (2002) überein, die bei Verwendung eines
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monoklonalen Antikörpers für die Aromatase eine positive Färbung im Gelbkörper von
Mensch und Weißbüschelaffe nachweisen.
Des Weiteren stehen die bei den Untersuchungen der Expression von Aromatase-mRNA und
–Protein erzielten Ergebnisse im Einklang damit, dass beim Weißbüschelaffen der Gelbkörper
im ersten Graviditätsdrittel Hauptquelle der Östrogene ist. Gleiches gilt für andere Primaten
wie z.B. den Pavian oder Makaken und den Menschen. Danach bildet sich die fetoplazentäre
Einheit aus und übernimmt den Hauptanteil an der Östrogensynthese. Bei Pavianen und
Makaken (FORTMAN et al. 1993, CASTRACANE u. GOLDZIEHER 1986, ELLINWOOD
et al. 1989) geschieht dies zwischen Tag 45 und Tag 60 der Gravidität, beim Menschen ab der
neunten Woche. Gemessen wird dies unter anderem an im maternalen Plasma vorkommenden
Östrogenvorstufen. Diese nutzt der plazentäre Synzytiotrophoblast zur Bildung von Östrogen,
da er selbst aufgrund fehlender Androgen-Synthesekapazität nicht zur „de novo“ Synthese
befähigt ist. Die Vorstufen, zumeist 16α-OH-DHEA-S, werden von der fetalen Nebenniere
sezerniert und sind z.B. beim Pavian und Rhesusaffen ab dem 45. bis 55. Tag der Gravidität
nachgewiesen (ELLINWOOD et al. 1989). Aus Beschreibungen von LEVINE et al. (1982)
geht hervor, dass wahrscheinlich auch der Weißbüschelaffen-Fetus Östrogenvorstufen
(DHEA) in der Nebenniere bildet. Der Zeitpunkt der Ausbildung einer fetoplazentären Einheit
bleibt jedoch unklar. HODGES et al. 1983 vermuten den luteo-plazentären Shift der
Östrogensynthese zwischen Tag 40 und Tag 60 der Gravidität, untersuchten aber nur Tiere bis
zum Tag 60. Untersuchungen von HUSEN et al. (2003) und der vorliegenden Arbeit auf
mRNA- und Protein-Ebene zeigen über den 60. Tag der Gravidität hinaus bis Tag 98 bzw.
135 einen zunehmenden Aromatase-Gehalt im Graviditätsgelbkörper. Dies bedeutet, dass
wahrscheinlich auch nach dem von HODGES et al. (1983) angenommenen luteo-plazentären
Shift Östrogen im Gelbkörper der Gravidität synthetisiert wird. Diese Annahme wird dadurch
unterstützt, dass das Enzym 17β-HSD-7, welches im Gelbkörper des Weißbüschelaffen
Östron in bioaktives Östradiol umwandelt, sowohl im Northern Blot (SCHWABE et al. 2001)
als auch im Immunoblot (HUSEN et al. 2003) ein mit der Aromatase übereinstimmendes
Expressionsmuster zeigt. Fraglich bleibt dabei, ob der Gelbkörper der fortgeschrittenen
Gravidität die plazentäre Östrogensynthese lediglich ergänzt oder für letztere sogar
unerlässlich ist. Weitere Untersuchungen des Gelbkörpers der späten Schwangerschaft sind
demnach wünschenswert, um dessen Bedeutung für die Graviditätsphysiologie zu klären.
Insbesondere im Hinblick auf die Relevanz des Östradiols für die Schwangerschaft -
Manifestierung einer solchen, Unterstützung des Wachstums von Uterus und Plazenta sowie
Vorbereitung auf die Geburt - sind solche Daten nicht zuletzt auch notwendig, um
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pathologische Vorgänge wie z.B. eine fehlerhafte Plazentation oder eine
Nachgeburtsverhaltung in das endokrinologische Geschehen einordnen und eventuell
therapieren zu können.
5.5.2 Expression im männlichen Reproduktionstrakt (Hoden)
Im Hodengewebe von Weißbüschelaffen ist eine relativ hohe mRNA-Expression von
Aromatase zu verzeichnen. PEREYRA-MARTINEZ et al. (2001) beschreiben in Hoden und
Nebenhoden von Rhesusaffen zwei Aromatase-mRNA-Transkripte. Das schwächer
expremierte zeigt die erwartete Größe. Das stärker vertretene verkürzte Transkript codiert
wahrscheinlich ein inaktives Protein. Vermutet wird hier ein regulativer Mechanismus.
Immunhistochemische Untersuchungen weisen das Aromatase-Protein im Zytoplasma von
Leydig-Zellen und Sertoli-Zellen im Weißbüschelaffen-Hoden nach. Dies stimmt mit den
Ergebnissen von TURNER et al. (2002) überein, die mit dem monoklonalen Antikörper
Hodengewebe von Mensch, Weißbüschelaffe und Ratte untersucht haben. Dabei wird
Aromatase auch in den Spermatiden von Ratte und Weißbüschelaffe nachgewiesen.
Die stadienspezifische Aromatase-Expression im Hodengewebe wird im Rahmen der
vorliegenden Arbeit anhand von Paraffingewebeschnitten von Hoden juveniler, adulter und
seniler Weißbüschelaffen-Männchen immunhistochemisch untersucht. Es kann eine mit dem
Alter korrelierende Färbung festgestellt werden: schwach oder nur in vereinzelten Zellen im
Gewebe juveniler bzw. seniler Männchen und stark in Sertoli- und Leydig-Zellen adulter
Männchen. Vergleichbares wurde bis jetzt nur bei der Ratte beschrieben, bei der die Gewebe-
Expression altersabhängig verändert ist (CARPINO et al. 2001). So zeigen Nager im
präpubertalen Hoden Aromatase-mRNA-Expression in den Sertoli-Zellen, im adulten Hoden
dagegen vermehrt in den Leydig-Zellen und teilweise auch in den Spermienköpfen.
Beim Weißbüschelaffen weisen MC KINNELL et al. (2001) den Östrogenrezeptor β in
Sertoli-Zellen und Keimzellen von Tieren aller Altersstufen nach. Dagegen nimmt der
Androgenrezeptorgehalt in Sertoli-Zellen vom neonaten bis zum adulten Tier zu. Hieraus
schließen MC KINNELL et al. (2001), dass die Sertoli-Zellen eher Zielzellen von Östrogen
als Androgen sind. Im Zusammenhang mit der in Sertoli-Zellen lokalisierten Aromatase und
der damit wahrscheinlichen Östrogensynthese ist hier vielleicht eine auto- oder parakrine
Funktion des Östrogens zu sehen.
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5.5.3 Expression in extragonadalen Geweben
Bei vergleichender Betrachtung der Aromatase-mRNA-Expression in verschiedenen
Geweben des Weißbüschelaffen ist eine hohe Expression in Plazenta- und Hodengewebe, eine
mittlere Expression in der Leber und eine geringe in Gehirn und Uterus (Proliferationsphase)
sowie Niere und Milz zu verzeichnen. Bisher wird mit Ausnahme der lokalen
Östrogensynthese im Gehirn eine extragonadale Östrogensynthese nur für den Menschen und
einige Primaten beschrieben. Zusätzlich zu den auch beim Weißbüschelaffen untersuchten
Geweben findet sie vornehmlich im Fettgewebe statt.
Voraussetzung für die Östrogensynthese in extragonadalen Geweben ist die Versorgung mit
Steroidvorläufern über das Blut sowie die Expression von Enzymen des
Östrogenmetabolismus. MARTEL et al. (1994) zeigen, dass die Zona reticularis der
Nebennierenrinde des adulten Rhesusaffen große Mengen an Sexualsteroidvorläufern
sezerniert. Der adulte Weißbüschelaffe dagegen besitzt keine Zona reticularis in der
Nebennierenrinde (LEVINE et al. 1982). Die fetale Zone der neonaten Nebenniere, die sich
bei adulten Altweltaffen wie Schimpansen, Rhesusaffen und Pavianen sowie auch beim
Menschen vermutlich in die Zona reticularis umwandelt, fällt beim adulten Weißbüschelaffen
einer rapiden Regression anheim. Diese geht mit dem Absinken der zuvor hohen DHEA-
Synthese einher. Da Plasma-DHEA-Konzentrationen sowohl bei der Kastration männlicher
(NUNES et al. 2002) als auch weiblicher Tiere (DIXSON 1987) abnehmen, stammt beim
Weißbüschelaffen das DHEA als Vorstufe für die Östrogensynthese peripherer Gewebe
vermutlich allein aus den Gonaden. Über die genaue Ausstattung der Nebenniere adulter
Weißbüschelaffen mit Steroidhormon-Synthese-Enzymen ist derzeit nichts publiziert.
Wahrscheinlich ist die Nebennierenrinde nur unwesentlich oder mit von bisher bekannten
Mustern abweichenden Mechanismen an der Steroidhormonsynthese beteiligt.
Abschließend kann angenommen werden, dass eine Östrogensynthese durch die Aromatase-
mRNA-positiven Gewebe möglich ist, wenn die zuvor erwähnten Voraussetzungen gegeben
sind. Die vermutlich dem Menschen ähnliche gewebespezifische Regulation der Aromatase-
Expression bestärkt diese Annahme.
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5.6 Ausblick
Untersuchungen an Geweben von Ratte, Maus und Mensch zeigen, dass beim Menschen die
Aromatase in einem breiteren Spektrum von Geweben als bei den Nagern expremiert wird
bzw. entsprechende Enzymaktivität nachweisbar ist (SIMPSON et al. 1997). Wie bereits
beschrieben, ist dies mit hoher Wahrscheinlichkeit auch für den Weißbüschelaffen der Fall,
insbesondere wenn man die Übereinstimmung in den mRNA-Expressionen von 17β-HSD und
Aromatase in Leber und Niere (SCHWABE et al. 2001) sowie die Verfügbarkeit von
Östrogen-Vorstufen aus den Gonaden (LEVINE et al. 1982) betrachtet. Bei der Untersuchung
der Graviditätsphysiologie am Modell des Weißbüschelaffen muss jedoch beachtet werden,
dass dieser neben Vorteilen wie z.B. das dem Menschen ähnlichere Hormonprofil in der
Gravidität (FRASER u. LUNN 1999) im Gegensatz zu den ebenfalls in der
reproduktionsbiologischen Forschung eingesetzten Makaken und Pavianen auch einige
Unterschiede zur Schwangerschaft der Frau aufweist. Diese sind die beim Weißbüschelaffen
physiologische Mehrlingsträchtigkeit in Verbindung mit dem Chimärismus der
Wurfgeschwister (HEARN 1983) und die anfänglich verzögerte Embryonalentwicklung
(MERKER et al. 1988). Letztere könnte im Vergleich zur Trächtigkeitsdauer bei anderen
Primaten und dem Menschen möglicherweise eine Verzögerung des luteo-plazentären Shifts
nach sich ziehen. Dies müsste bei der Untersuchung der Hormonphysiologie berücksichtigt
werden. Bei der vergleichenden Betrachtung von Steroidhormonen darf auch nicht vergessen
werden, dass der Weißbüschelaffe hier höhere Plasmakonzentrationen zeigt als der Mensch
(HEARN et al. 1978, FRASER u. LUNN 1999). Dabei kann die Ursache für diese
Inkongruenz zumindest für das Östrogen nicht im unterschiedlichen Syntheseenzymmuster
liegen, da die wichtigsten an der Östrogensynthese beteiligten Enzyme (17β-HSDs und
Aromatase) jetzt bestimmt sind und mit der Situation beim Menschen übereinstimmen.
Alternative Gründe wären z.B. in der eventuell beim Weißbüschelaffen im Vergleich zum
Menschen auftretenden geringeren Clearance des Östradiols oder in vielleicht stärkeren
Promotoren der Östrogensynthese-Enzyme zu suchen. Auch Unterschiede auf Rezeptorebene
könnten eine Ursache sein. Beim Weißbüschelaffen ist jedoch bisher lediglich der
Östrogenrezeptor β sequenziert.
Dennoch wird deutlich, dass während der Gravidität der Weißbüschelaffe für vergleichende
Betrachtungen mit dem Menschen besser geeignet ist als die Ratte. Die Plazenta der Ratte
besitzt im Gegensatz zum Weißbüschelaffen keine Östrogensynthesekapazität (AKINOLA et
al. 1997). Trotz unterschiedlicher Regulationsmechanismen für das plazentäre Östrogen
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verbindet jedoch alle – Nager, Primaten und Mensch – die entscheidende Rolle des
Gelbkörpers bei der Östrogensynthese in der Gravidität, was Primaten und Nager für die
Erforschung der Gelbkörperfunktionen interessant macht. Die Maus gibt mit der Möglichkeit
der genetischen Manipulation und damit der Züchtung der Aromatase-Knock-Out-Maus
(ArKO) wertvolle Einblicke in das Wirkungsspektrum der Östrogene. So zeigen sowohl
männliche als auch weibliche ArKO-Mäuse (SIMPSON 2004) Veränderungen in Form von
Abweichungen in Hormonprofil und Knochenbau sowie Akkumulierung von überschüssigem
Fettgewebe. Im Reproduktionstrakt sind bei Männchen die gestörte Spermatogenese -
wahrscheinlich aufgrund von Defekten in der Keimzelldifferenzierung - und bei Weibchen die
Infertilität aufgrund von Ovulationsinhibition und daraus resultierender zystischer
Ovarveränderung auffällig. Doch auch die Aromatase-Überexpression ist im genetisch
veränderten Mausmodell untersucht. Hier verursacht die erhöhte Östrogen-Aktivität Brust-
(TEKMAL et al. 1996) und Hodengewebs-Hyperplasien (FOWLER et al. 2000) bis hin zur
Tumorentstehung. Die Tatsache, dass solche Erkenntnisse beim Menschen nur über die
zufällig im Aromatase-Gen auftretenden Mutationen gewonnen werden können (SIMPSON et
al. 1997), macht die Entwicklung eines genetisch veränderten Tiermodells umso wertvoller.
Im Hinblick auf die Entwicklung neuer Therapeutika erscheint dennoch der Primat als
zusätzliches Versuchstier unerlässlich. Aufgrund der hohen Übereinstimmung in Synthese
und Wirkung der Östrogene beim Primaten und Menschen auch in peripheren, extragonadalen
Geweben ist zu erwarten, dass im Primatenmodell nicht nur die therapeutische Wirksamkeit
von Medikamenten, sondern auch deren Nebenwirkungen besser erkannt werden können als
z.B. im Mausmodell.
Um solche Nebenwirkungen bei der Therapie von Östrogen-abhängigen Erkrankungen zu
minimieren, haben neue Forschungsansätze das Ziel, Medikamente zu entwickeln, die
möglichst spezifisch und nur lokal begrenzt in den Östrogenhaushalt eingreifen. Dies ist auf
zwei Ebenen der Östrogenregulation möglich. Zum einen blockieren herkömmliche Anti-
Östrogene die Östrogenrezeptoren. Eine spezifische Interaktion mit dem Östrogenrezeptor α
oder β würde durch deren unterschiedliches Gewebeverteilungsmuster eine gewisse Spezifität
des Eingriffes mit sich bringen. Ebenso ist dies jedoch bei der Anwendung von Aromatase-
Hemmern möglich, die vor der Rezeptorebene in den Östrogenhaushalt eingreifen, indem sie
bereits die Östrogensynthese unterbinden. Zukünftig erhofft man sich, die gewebespezifische
Regulation der Aromatase und anderer Östrogensynthese-Enzyme durch Beeinflussung der
auf Promoterebene aktiven Transkriptionsfaktoren (s. Tab. 2.1) für Therapiezwecke ausnutzen
zu können. Solche Therapeutika wären gewebespezifische (selektive) intrakrine Modulatoren.
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Das Wirkungsspektrum vieler Transkriptionsfaktoren ist jedoch noch nicht ausreichend
geklärt. Der nächste Schritt in der Evaluierung des Weißbüschelaffen als geeignetes
Versuchtier für solche Untersuchungen wäre demnach - in Fortsetzung der cDNA- und
Aminosäure-Sequenzbestimmung der vorliegenden Arbeit - die Aufklärung der einzelnen
Exons 1 und Promoterstrukturen des CYP19-Gens und der Vergleich mit der Gen-Regulation
beim Menschen.
Mit der Fähigkeit möglichst präzise und gewebespezifisch in den Östrogenmetabolismus
einzugreifen, ergeben sich neben der Therapie des Östrogen-abhängigen Mammakarzinoms
immer mehr Anwendungsmöglichkeiten. So sind z.B. für den Mann Östrogen-abhängige
Neoplasien wie das Prostatakarzinom oder der Leydigzelltumor bekannt. Bei diesen könnte
ein Therapieversuch mit Aromatase-Hemmern Erfolg versprechen (SERALINI u. MOSLEMI
2001). Auch bei der Endometriose der Frau handelt es sich um eine unter Östrogeneinfluss
fortschreitende Erkrankung. Bei ihr soll mit der lokalen Unterdrückung der Östrogensynthese
eine nicht-invasive Therapie entwickelt werden. Eine neuartige Anwendung von Aromatase-
Inhibitoren beschreiben MITWALLY und CASPER (2002). Sie sehen die Möglichkeit des
alleinigen oder FSH-unterstützenden Einsatzes von Aromatase-Hemmern im Bereich der
Ovulationsinduktion, wie sie z.B. bei anovulatorischen Patientinnen oder im Vorfeld einer
IVF-Behandlung vorgenommen wird. Sollen Untersuchungen hierzu am Weißbüschelaffen
durchgeführt werden, so ist zu beachten, dass dieser im Gegensatz zu anderen Primaten nicht
oder nur unbefriedigend auf herkömmliche Superovulationsprotokolle anspricht.
MARSHALL et al. (2003) beschreiben erste Versuche der Superovulationsinduktion mit
rekombinantem humanem FSH, wovon jedoch im Vergleich zu Altweltaffen außerordentlich
hohe Dosen notwendig sind.
In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, das Wissen über eines der wichtigsten
Stoffwechsel-Enzyme in einem Primaten zu vertiefen und die Eignung des Weißbüschelaffen
als Tiermodell auf diesem Gebiet zu zeigen. Damit ist eine Grundlage für weitere Versuche
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Der Aromatase-Enzymkomplex, der sich aus dem Cytochrom P450 Aromatase und der
NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase zusammensetzt, katalysiert die Umwandlung von
Androgenen in Östrogene. Damit spielt er eine Schlüsselrolle bei der Synthese der
Steroidhormone bzw. dem Erhalt des Androgen-Östrogen-Gleichgewichts. Dies wird bei der
Therapie Östrogen-abhängiger Erkrankungen wie z.B. dem Brustkrebs oder zur
Ovulationsinduktion bei Infertilität ungeklärter Ursache ausgenutzt. Zur weiteren Erforschung
neuartiger Therapiemöglichkeiten sind definierte menschliche Gewebe jedoch meist nicht
verfügbar, was den Einsatz eines geeigneten Modelltieres erforderlich macht.
In der vorliegenden Arbeit wird die Aromatase des Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus) auf
Nukleinsäure- und Proteinebene untersucht und mit der des Menschen, der Primaten und
anderer Spezies verglichen. Es ist die erste Studie, bei der die vollständige codierende
Aromatase-cDNA-Sequenz und davon abgeleitet die Aminosäure-Sequenz bei einer
Primatenspezies bestimmt wird. Dabei ergibt sich eine große Homologie für die Sequenzen
von Primat und Mensch im Gegensatz zu anderen Spezies. Auch die Genstrukturanalyse zeigt
weitgehende Übereinstimmung.
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Des Weiteren wird ein neuer polyklonaler Antikörper charakterisiert und eingesetzt, der die
Aromatase des Weißbüschelaffen spezifisch erkennt. Bei der Untersuchung der
gewebespezifischen Expression und Regulation der Aromatase wird sowohl für die mRNA als
auch für das Protein ein hoher Gehalt in Plazenta, Ovar und Testis festgestellt. Die
Immunhistologie zeigt in Übereinstimmung mit Untersuchungen beim Menschen Aromatase
im Synzytiotrophoblasten. Im Gelbkörper nimmt ihr Gehalt im Verlauf des Zyklus bzw. mit
fortschreitender Gravidität zu. Im post partalen Regressions-Gelbkörper ist keine Aromatase
mehr nachzuweisen. Im Hodengewebe kann die Aromatase im Zytoplasma von Sertoli- und
Leydig-Zellen lokalisiert werden. Darüber hinaus zeigen sich regulative Unterschiede in
Hoden verschiedener Reifegrade: kaum Aromatase in juvenilen, geringer Gehalt in senilen
und hoher in adulten Stadien. Wie bei den meisten bisher untersuchten Wirbeltierspezies wird
auch beim Weißbüschelaffen Aromatase-mRNA im Gehirn nachgewiesen. Eine
Östrogensynthese in peripheren, extragonadalen Geweben ist bisher nur für den Menschen
und Primaten wie z.B. den Rhesusaffen beschrieben. In Übereinstimmung damit kann beim
Weißbüschelaffen Aromatase-mRNA in der Leber gezeigt werden.
Mit der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, das Bild der physiologischen Östrogensynthese
beim Weißbüschelaffen um die Aromatase zu vervollständigen und damit die Grundlage für
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The aromatase enzyme complex consists of cytochrome P450 aromatase and NADPH
cytochrome P450 reductase. It converts androgens to oestrogens and, therefore, plays a key
role in steroid hormone synthesis and the preservation of androgen and oestrogen balance.
The regulation of this step is taken advantage of in the therapy of oestrogen dependent
diseases such as breast cancer or the induction of ovulation in patients with infertility
problems of unknown reason. Unfortunately, well defined human tissue for further research
on new therapies is seldom available making it necessary to characterize an appropriate
animal model.
In the present work the aromatase of the marmoset monkey (Callithrix jacchus) is
characterized on the nucleic acid- and protein levels and compared to that of the human, other
primates and other species. It is the first study to determine the complete coding cDNA
sequence and amino acid sequence of aromatase in a primate. High homology between
humans and primates for these sequences as well as the genomic structure is observed, which
is in contrast to other species.
Furthermore, a new polyclonal antibody, recognizing the marmoset aromatase specifically, is
characterized and applied. Examination of tissue specific aromatase expression and regulation
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revealed that a high content of mRNA as well as protein is present in placenta, ovary and
testis. In accordance with the human situation, immunohistology shows aromatase
localization in the placental syncytiotrophoblast. In the lutael body, the aromatase content
increases with progression of the ovarian cycle and pregnancy, no aromatase is detectable in
the regressing luteal body post partum. In testicular tissue, aromatase is situated in the
cytoplasm of Sertoli and Leydig cells. In addition, differences in the regulation can be seen in
the testes from different ages with almost no aromatase in juvenile, little in senile and a high
aromatase content being found in adult tissue. As with other vertebrate species examined up
to date, aromatase mRNA can be detected in the brain of the marmoset monkey. Oestrogen
synthesis in peripheral, extragonadal tissue has only been described for the human and the
rhesus monkey. Here, we report that aromatase mRNA is present in liver tissue from the
marmoset monkey.
In conclusion, the data compiled in this work broadens the knowledge on physiologic
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Zusammensetzung von Lösungen, Puffern und Medien
Puffer / Medium Zusammensetzung
ammoniakalisches
Wasser
1 Tropfen konzentrierte Ammoniaklösung
auf 100 ml Wasser
Blotblockingpuffer
für Northern Blot





48 mM Tris pH 9,2 (5,81 g/ l)
1,3 mM SDS (0,37 g/ l)
ca. 1,6 g Glycin zum Einstellen des pH
20% Methanol (Zugabe kurz vor Gebrauch)
Blottingpuffer
20x SSC (pH 7,4)
für Northernblot
87,65 g NaCl (Natriumchlorid)
44,1 g Natriumcitrat
auf 500 ml Wasser
DIG2-Puffer
(pH 9,5)
12,12 g Tris-HCl (0,1 M)
8,77 g NaCl (0,15 M)
auf 1000 ml Wasser
pH-Einstellung mit HCl
100x Denhardt´s
2 g Polyvinylpyrrolidon 40
2 g BSA
2 g Ficoll
auf 100 ml H2O
dNTP 100 µl 10 mM
je 10 µl 100 mM dATP, dGTP, dTTP, dCTP
(Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland)











auf 1000 ml Wasser
B





150 ml 20x SSC
25 ml 100x Denhardt´s




125 ml 20x SSC
100 ml 10% Blockierungsreagenz (Roche Applied Science)
250 ml 50% Formamid
0,5 g 0,1% Lauroylsarkosin




106 cpm Sondenlösung pro ml Hybridisierungslösung
375 µl Salmon sperm DNA pro 10 ml




0,25 M Tris (30,3 g/ l)
1,92 M Glycin (144 g/ l)













20,9 g 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS), 200 mM
2,05 g Natriumacetat, 50 mM
0,37 g EDTA, 10 mM




440 µl Nitroblautetrazoliumchlorid (75,2 mg/ ml)
836 µl Bromochloroindolylphosphat
C
Puffer / Medium Zusammensetzung
2x Probenpuffer
für Western Blot
1,25 ml Tris 1M
4 ml SDS 10%
1 ml β Mercaptoethanol
2 ml Glycerol





166 µl Formaldehyd 37%
100 µl 10x MOPS-Puffer




0,5 M Tris (6 g/ 100 ml)
0,2x SSC/ 0,1% SDS
5 ml 20x SSC
5 ml 10% SDS
auf 500 ml Wasser
2x SSC / 0,1% SDS
50 ml 20x SSC
5 ml 10% SDS
auf 500 ml Wasser
10x TBE-Puffer
(pH 8,0)
108 g Trishydroxymethylaminomethan (Tris Base)
55 g Borsäure
40 ml EDTA, 0,5 M
auf 1000 ml Wasser
8x Trenngelpuffer (pH
8,8)
3 M Tris (36,3 g/ 100 ml)
TSS-Medium
10% Polyethylenglykol (4000 g/ mol)




16 g Pepton/ l
10 g Hefeextrakt/ l
5 g NaCl/ l
D
Anhang 2
Verdünnungsreihe für die Standardkurve zur Proteingehaltbestimmung
endgültige BSA Konz./ 25 µl Röhrchen Aqua bidest [µl] BSA-Lsg. [µl]
50,0 µg A 0 300 Stock
37,5 µg B 125 375 Stock
25,0 µg C 325 325 Stock
18,7 µg D 175 175 B
12,5 µg E 325 325 C
6,25 µg F 325 325 E
3,10 µg G 325 325 F
0,62 µg H 400 100 G
Anhang 3
Zusammensetzung eines SDS-PA-Gels
(für 2 Gele) Trenngel Sammelgel
Acrylamid-Fertiglösung 3,33 ml 0,5 ml
Trenngelpuffer 8x / Sammelgelpuffer 4x 1,25 ml 1,25 ml
Wasser 5,27 ml 3,16 ml
SDS 10% 0,1 ml 50 µl
APS 10% 50 µl 30 µl
TEMED 5 µl 10 µl
E
Danksagung
Zunächst möchte ich Frau Prof. Dr. A. Einspanier und Frau PD Dr. B. Husen für die
Überlassung des Themas und ihre wissenschaftliche Betreuung danken. Darüber hinaus wäre
die Arbeit ohne die von Frau Einspanier und Frau Susanne Rensing durchgeführten
Organentnahmen nicht möglich gewesen. Des Weiteren unterstützte Frau Husen die Arbeit
durch die densitometrische Auswertung des Northern Blot und die Weißbüschelaffen-
spezifische RNA-Sonde.
Ebenso danke ich Herrn Prof. Dr. J.K. Hodges für die Bereitstellung des Arbeitsplatzes.
Weiterhin gilt mein Dank Herrn Prof. Dr. H. Zischler für die Hilfe bei den radioaktiven
Arbeiten zur Durchsuchung der genomischen Weißbüschelaffen-Genbibliothek.
Gleichfalls danken möchte ich Kerstin Fuhrmann, Alexandra Martens und Angelika
Jurdzinski für die freundliche Anleitung im Labor, das Anfertigen der histologischen Schnitte
und das entspannte Arbeitsklima in der Arbeitsgruppe. Dank auch an Dr. Kai Lieder für die
stets geduldige Beantwortung meiner Fragen. Außerdem herzlichen Dank an Martina
Blaschke für die netten Gespräche und Nicola Beindorff, Alessandra Quaggio-Augusto,
Christina Simon und Nicola Wolff für die gemeinsame Bewältigung des Einheitskollers.
In Berlin gilt mein Dank Dr. Konstanze Grote und Jörn Bischof, die mir in den letzten
Wochen der Schreibarbeiten den Rücken frei gehalten haben, und Dr. Chris E. Talsness für
die kleinen Englisch-Korrekturen. Des Weiteren möchte ich mich herzlich bei Alex
Tschirschky für die moralische Unterstützung und Aufmunterung bedanken.
Nicht zuletzt einen ganz besonderen Dank an meine Eltern, die mich stets bei der
Verwirklichung meiner Ziele unterstützt haben und immer mit einem offenen Ohr für mich da
waren. Außerdem haben sie mir ganz besonders durch ihre Kenntnis der neuen deutschen
Rechtschreibung geholfen.
